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Estresse oxidativo mediado por extrato aquoso de Bauhinia forficata L. durante a 

fase de germinação e desenvolvimento de 

Phaseolus vulgaris L. 

RESUMO 

As espécies vegetais podem interagir entre si por meio da produção e liberação 

de compostos químicos liberados no ambiente, tal evento é conhecido como 

alelopatia. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a ação 

alelopática e o estresse oxidativo do extrato aquoso de Bauhinia forficata L. 

sobre sementes de Phaseolus vulgaris, durante o processo de germinação e 

desenvolvimento das plântulas. Para isso, foram avaliados o comportamento 

germinativo, o índice de atividade alelopática, o crescimento inicial e a atividade 

de enzimas antioxidantes em diferentes tempos de embebição das sementes, no 

cotilédone (tecido de reserva) e no eixo embrionário e plântulas, para a parte 

aérea e raiz da espécie alvo. Os resultados indicaram que durante a fase de 

germinação houve interferência negativa dos extratos de B. forficata sobre as 

sementes para as variáveis: germinação, índice de velocidade e tempo médio de 

germinação, como também para o índice de atividade alelopática. Em relação a 

atividade enzimática, foi verificado uma alta atividade das enzimas no início da 

embebição das sementes, entre 3 e 6 horas para o cotilédone e elevada 

atividade no eixo embrionário ao final do processo germinativo, entre 12 e 24 

horas de embebição. O aumento das proporções de extrato das folhas de B. 

forficata afetaram as atividades enzimáticas no processo germinativo das 

sementes de feijão resultando um atraso da germinação. Já para a fase de 

desenvolvimento, houve redução do comprimento médio e massa seca da raiz 

conforme o aumento das proporções de extrato utilizados. Os níveis de 

peroxidação lipídica tanto para parte aérea e raiz foram elevados, assim como a 

atividade da enzima catalase para as raízes também foi elevado quando 

submetidos aos tratamentos com a presença do extrato. Desta forma, o aumento 

das proporções de extrato de B. forficata L. afetou negativamente o 

desenvolvimento inicial, sendo o alongamento da raiz primaria mais sensível, 

provocando danos acentuados as membranas das raízes de plântulas de feijão. 

 

Palavras-chave: Alelopatia, enzimas antioxidantes, germinação.  
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Oxidative stress mediated by aqueous extract of Bauhinia forficata L. during a 
germination and development phase of 

Phaseolus vulgaris L. 

ABSTRACT 

Plant species can interact with each other through the production and release of 

chemical compounds released into the environment, such an event is known as 

allelopathy. The objective of the present study was to investigate the allelopathic 

action and oxidative stress of the aqueous extract of Bauhinia forficata L. on 

seeds during the germination process and seedlings during the Phaseolus 

vulgaris development phase. The germination behavior, allelopathic activity 

index, initial growth and activity of antioxidant enzymes were studied at different 

times of seed imbibition, in the cotyledon (reserve tissue) and in the embryonic 

axis and seedlings, for aerial part and root target species. The results indicated 

that during the germination phase there was negative interference of B. forficata 

extracts on the seeds for germination, speed index and mean germination time, 

as well as the allelopathic activity index. In relation to the enzymatic activity, a 

high enzyme activity was observed at the beginning of seed imbibition, between 

3 and 6 hours for the cotyledon and high activity in the embryonic axis at the end 

of the germination process, between 12 and 24 hours of imbibition. The increase 

of the extract proportions of the leaves of B. forficata affected the enzymatic 

activities in the germination process of the bean seeds, resulting in a delay of the 

germination. As for the development phase, there was reduction of the average 

length and dry mass of the root as the proportion of extract used increased. the 

levels of lipid peroxidation for both shoot and root were high, as well as the activity 

of the catalase enzyme for the roots was also elevated when submitted to the 

treatments with the presence of the extract. Thus, the increase in the proportion 

of B. forficata extract negatively affected the initial development, being the 

primary root elongation more sensitive, causing severe damage to the 

membranes of the bean seedlings roots. 

 

Keywords: allelopathy, antioxidant enzymes, Germination 
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Resumo 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes proporções de extrato aquoso 

de Bauhinia forficata L. sobre o processo fisiológico germinativo e a atividade enzimática de 

sementes de feijão no decorrer da germinação. Os tratamentos foram compostos pelas 

proporções 0 (água); 2.5; 5; 7.5 e 10% (folhas secas da B. forficata) e pelas horas de embebição 

das sementes. O delineamento foi inteiramente casualizado com fator duplo. Foram avaliados 

a germinação, o índice de velocidade de germinação, o tempo médio de germinação, o índice 

alelopático (RI), a atividade das enzimas superóxido-dismutase, catalase e peroxidase. O índice 

de velocidade e o tempo médio de germinação como também o índice alelopatico foram 

afetados negativamente conforme o aumento das proporções de extrato testadas. Observamos 

que nos cotilédones das sementes de feijão o início da embebição apresentou atividade das 

enzimas avaliadas superiores aos valores encontrados no final do processo germinativo, 

enquanto que no eixo embrionário os maiores valores foram verificados no final do processo 

germinativo. O aumento das proporções de extrato das folhas de B. forficata afetaram as 

atividades enzimáticas no processo germinativo das sementes de feijão resultando em um atraso 

da germinação. 

Palavras-chave: alelopatia, enzimas antioxidantes, germinação 

Abstract 

The aim of the present work was evaluated in the effect of different proportions of aqueous 

extract of Bauhinia forficata L. on the physiological germination process and an enzymatic 

activity of bean seeds without germination solution. The treatments were composed of (water) 

proportions; 2.5; 5; 7.5 and 10% (dried leaves of B. forficata). There is a germination, rate of 
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germination, mean germination time, allelopathic index (RI), enzyme activity superoxide 

dismutase, catalase and peroxidase. The velocity index and the mean germination time as well 

as the allelopathic index were negatively affected as the extract ratios tested increased. There 

was high activity of the enzymes at the beginning of the seed imbibition between 3 and 6 hours 

for cotyledone activity and high, and no germination at the end of the germination process, 

between 12 and 24 hours of imbibition. The increase of the extract proportions of the leaves of 

B. forficata affected the enzymatic activities in the germination process of the bean seeds 

resulting in a delay of the germination. 

Keywords: allelopathy, antioxidant enzymes, Germination 

Introdução 

  A alelopatia é um fenômeno químico biológico, pois seus produtos são metabolitos 

químicos produzidos por plantas ou microorganismos durante o crescimento, desenvolvimento 

e distribuição desses organismos nas comunidades naturais ou em sistemas agrícolas. A maioria 

dos aleloquímicos são produtos do metabolismo secundário das plantas (Rezende et al. 2003; 

Blanco 2007; Cheng e Cheng, 2015). Os compostos alelopáticos se originam direta ou 

indiretamente no meio ambiente por meio da exsudação das raízes, lixiviação, volatilização e 

decomposição da planta doadora (Ferreira e Aquila 2000). 

Esses compostos bioquímicos por sua vez, podem estimular ou inibir o crescimento e o 

desenvolvimento de sistemas biológicos ao seu redor. A interação alelopática pode ser um dos 

fatores que contribuem para a distribuição e abundância de espécies dentro de comunidades 

(Reigosa et al. 1999; Cheng e Cheng 2015). Os mecanismos de ação dos aleloquímicos pode 

afetar processos vitais de outras plantas, como a germinação, respiração, fotossíntese, atividade 

enzimática, divisão e alongamento celular, visto que muitos desses processos ocorrem em 

função do estresse oxidativo (Blanco 2007). 

O processo de germinação de uma semente se caracteriza pela reativação do seu 

metabolismo, que tem início com a entrada da água e finaliza com a protrusão da raiz primária, 

esse processo de reativação do metabolismo fisiológico da semente, gera uma grande 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Cruz-Ortega et al. 2002; Bewley et al. 

2013). O acúmulo dessas EROs, mediado pela presença de aleloquímicos podem levar a danos 

no crescimento e desenvolvimento dos vegetais (Gniazdowska et al. 2015). Estudos de 

Gniazdowska e Bogatek (2005) e Cruz-Ortega et al. (2007) relatam que, a ação de compostos 
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aleloquímicos desencadeiam o aumento da produção de radicais livres causando assim diversos 

danos celulares.  

 Segundo Gniazdowska e Bogatek (2005) e Barbosa et al. (2014), a alta taxa de espécies 

reativas nas células vegetais ativa um sistema de enzimas antioxidantes como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e a peroxidase (POD), tais enzimas atuam para manter a 

homeostase dessas EROs nas células, evitando assim que ocorra danos ao crescimento e 

desenvolvimento da planta que em muitas vezes podem levar a morte celular (Alscher et al. 

2002; Almeida et al. 2008).  

 Conhecida popularmente como pata-de-vaca (Bauhinia forficata L), essa espécie é 

indicada para recuperação de áreas degradadas, por apresentar uma rápida germinação e 

suportar inundações de curto prazo. (Lorenzi 2002). 

 Alguns estudos com a espécie Bauhinia forficata L. já demonstraram interferência 

negativa, de compostos alelopáticos encontrados no seu extrato (Manoel et al. 2009; Meira et 

al. 2016).  

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a ação do extrato aquoso das folhas 

de B. forficata L.sob a resposta do sistema antioxidante e a fisiologia das sementes de Phaseolus 

vulgaris L. nas diferentes fases do processo de germinação. 

Material e Métodos 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual 

do Oeste do Paraná, Unioeste Campus Cascavel – PR, no período de novembro de 2016 a abril 

de 2017.  

 Para a avaliação do efeito do extrato de B. forficata sobre a germinação e a atividade 

enzimática, utilizou-se sementes de feijão (P. vulgaris L.) cultivar IAC Milênio, adquiridas de 

um produtor rural local (25°,05’19.9” S, 53°.19’33.8” W) em Cascavel, Paraná, Brasil. A 

escolha pela espécie do feijão se deu pelo fato de ser uma semente já padronizada pela literatura 

e pela facilidade para separação do tecido de reserva e eixo embrionário. As sementes de feijão 

foram submetidas a assepsia durante 10 minutos em solução de água destilada com detergente 

(5 gotas para cada 100ml de água destilada), segundo Brasil (2009).  

Coleta das folhas 
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As folhas de Bauhinia forficata, foram colhidas em dezembro de 2016, período em que 

se encontram em pré-floração, no período da manhã, em área de vegetação nativa do Parque 

Nacional do Iguaçu, próximo ao município de Lindoeste – PR (25°18'38.6" S, 53°38'01.6" W). 

As exsicatas da B. forficata foram depositadas no Herbário da Universidade Estadual do Oeste 

do Paraná (UNOP), campus Cascavel, sob número 2360. 

Após a coleta, folhas foram secas em estufa com ventilação forçada de ar à temperatura 

de 40±2 ⁰ C até obter-se a massa seca estável. Em seguida a matéria seca foi triturada em 

moinho de facas do tipo Willey®, para a obtenção do pó, armazenado em frascos de vidro 

envoltos por papel alumínio para evitar foto-oxidação. 

Preparação do Extrato 

O extrato foi obtido a partir do pó das folhas trituradas de B. forficata, foi utilizado as 

proporções de 25; 50; 75 e 100g de pó para 1000 mL de água destilada, relação peso/volume (g 

mL-1). A mistura foi homogeneizada por cerca de 1 minuto, em seguida foi deixada em repouso 

por 4 horas à temperatura ambiente (25 ± 2 °C), no escuro (Carvalho et al. 2012).  

Posteriormente, o extrato foi filtrado em um pano de algodão, obtendo-se o extrato nas 

proporções de 2.5%; 5%; 7.5% e 10%, esses 4 tratamentos com extratos de B. forficata e mais 

um, composto apenas por água destilada (0%), totalizando 5 tratamentos. 

O potencial hidrogeniônico (pH) de todas as proporções do extrato aquoso utilizado foi 

medido com pHmetro Micronal B474. Foi determinado também o potencial osmótico, adaptado 

de Villela et al. (1991), utilizando concentrações conhecidas de Polietileno glicol (PEG 6000), 

em que foi determinado os valores de Brix de refração em refratômetro de bancada, a partir 

destas leituras foi ajustada uma reta de regressão linear que possibilitou estimar o potencial 

osmótico das proporções do extrato, a partir dos valores de Brix, adaptado de Daneluzzi et al. 

(2014). 

Germinação 

Para o teste de germinação, foram utilizados os 5 tratamentos citados acima. As 

sementes de P. vulgaris foram dispostas em papel Germitest, previamente autoclavados, 50 

sementes por repetição, sendo 4 repetições dentro de cada tratamento e posteriormente 

umedecido com os extratos na proporção de 2,5 vezes o peso do papel Germitest® seco (Brasil 

2009). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com fator único de 
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cinco níveis, correspondentes as proporções (0; 2.5; 5; 7.5 e 10%) do extrato aquoso de B. 

forficata, com 4 repetições de 50 sementes de P. vulgaris cada. 

Os experimentos foram mantidos em câmara de germinação tipo B.O.D a 25±1° C com 

fotoperíodo de 12 horas (claro/escuro) (Brasil, 2009). A contagem do teste de germinação foi 

realizada diariamente, considerando como germinada as sementes que apresentaram 2 mm de 

raiz primária, a leitura foi realizada até a estabilização da germinação, totalizando sete dias após 

a semeadura (Laboriau, 1983).  

Para as análises de germinação foram analisadas as variáveis: Porcentagem de 

germinação (Brasil, 2009), índice de velocidade de germinação (IVG) segundo Silva e 

Nakagawa (1995) e tempo médio de germinação (TMG) conforme Edmond e Drapala (1958). 

O índice de resposta a efeitos alelopáticos (RI) foi calculado de acordo com Gao et al. (2009), 

pela seguinte equação: RI = 1 – C/T (T ≥ C) ou RI = T/C – 1 (T < C); em que: C = velocidade 

de germinação do controle (ou testemunha) e T = velocidade de germinação do tratamento.  

Atividade enzimática  

Para a análise da atividade enzimática foram utilizados os 5 tratamentos dos extratos 

citados acima e foram determinados 5 pontos de coleta: 3, 6, 9, 12 e 24 horas após a embebição 

das sementes, com base na curva de embebição das sementes de P. vulgaris (Silva et al. 2014).  

Foram dispostas 50 sementes de P. vulgaris em papel germitest, previamente 

autoclavados a 121 °C, 20 minutos, 50 sementes por repetição, sendo 4 repetições dentro de 

cada tratamento de extrato e cada tratamento de horas de embebição. O delineamento 

experimental para análise da atividade enzimática, foi inteiramente casualizado, com 4 

repetições, em esquema fatorial 5x5, com um dos fatores constituído pelas cinco proporções 

(0%; 2.5%; 5%; 7.5% e 10%) do extrato aquoso de B. forficata, o outro fator, pelos cinco 

tempos após a embebição (3; 6; 9; 12 e 24h). Totalizando assim 25 tratamentos com 4 repetições 

cada. 

 O papel Germitest utilizado como substrato foi umedecido com os extratos na 

proporção de 2.5 vezes o peso do papel seco. Foi realizada a quantificação da atividade 

enzimática tanto para o tecido de reserva (cotilédone) das sementes, quanto para o eixo 

embrionário.  

Assim, foram macerados em gral e pistilo com nitrogênio líquido, 50 mg do material 

vegetal contendo polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% em solução de tampão fosfato de potássio 



7 
 

0.1 mol L-1 pH 6.8. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 minutos a 4 ⁰  C. A 

quantificação de proteínas totais foi realizada de acordo com Bradford (1976), para a 

determinação da atividade especifica das enzimas. 

A análise da atividade especifica das enzimas antioxidantes foram: superóxido 

dismutase (SOD) adaptado de acordo com Beuchamp e Fridovich (1971), em U/mg de proteína; 

Catalase (CAT) adaptado conforme Azevedo et al. (1998), em nmol H2O2 consumido min-1mg-

1 proteína; Peroxidase (POD) adaptado de acordo com Teisseire e Guy (2000), em μmol de 

purpurogalina min-1 mg-1 de proteína. 

Delineamento experimental e análise estatística  

Os dados que não atenderam as suposições associadas ao modelo estatístico de 

normalidade e homocedasticidade, como a atividade enzimática da peroxidase do tecido de 

reserva (cotilédone) foram transformados em (√x+0.5), atendendo posteriormente as 

suposições associadas ao modelo estatístico.   

 Em seguida, foi realizado a análise de regressão para as análises fisiológicas (IVG e 

TMG) por meio do ajuste de modelos simples e polinomiais (de segunda a quarta ordem). Já os 

testes bioquímicos (atividade enzimática) foram comparados pelo teste Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. Todas as análises estatísticas foram geradas pelo software livre R studio 3.2.2. 

  

Resultados e Discussão 

Resultados fisiológicos  

A caracterização dos tratamentos de extrato aquoso quanto ao pH e potencial osmótico 

apresentaram valores dentro dos parâmetros indicados para a germinação de P. vulgaris. Os 

valores obtidos para o pH, variaram de 6.22 a 7.7. Segundo Ferreira e Aquila (2000), apenas 

valores muitos extremos, ácidos ou alcalinos podem interferir no processo de germinação com 

efeitos prejudiciais.  

Para os valores dos potenciais osmóticos, estes variaram de -0.0142 a -0.003 MPa. 

Segundo Viçosi et al. (2017), as sementes de feijão apresentam redução de germinação e 

comprimento de radícula a -0.6 MPa. Os extratos aquosos podem conter determinadas 

substancias que podem alterar a propriedade da água, diferindo da pressão osmótica de zero na 
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solução podendo mascarar os efeitos alelopáticos dos extratos, sendo osmoticamente ativos 

(Carvalho et al. 2014). O que não ocorreu no presente trabalho.   

Para a variável porcentagem de germinação os valores obtidos indicaram que os 

tratamentos não diferiram entre si, obtendo-se 100% de germinação das sementes. Resultados 

semelhantes foram verificados em trabalhos realizados com a B. ungulata L. e B. forficata sobre 

a germinação de sementes de alface, cebola e tomate, os quais também não identificaram 

interferência na porcentagem de germinação, do extrato dessas espécies sobre as sementes 

utilizadas (Manoel et al. 2009; Paula et al. 2015).   

Alguns efeitos alelopáticos podem ser mais evidentes durante a distribuição temporal 

da germinação e no retardo do tempo médio da germinação das sementes (Ferreira e Aquila, 

2000). Neste contexto, para as variáveis índice de velocidade de germinação (IVG) e tempo 

médio de germinação (TMG) obtivemos resultados que indicam uma maior ação alelopática 

dos extratos, verificadas nas proporções 5 e 10% para o IVG e 10% para o TMG, possivelmente, 

devido a maior proporção de compostos nos extratos das folhas secas de B. forficata (Tabela 

1).  

 

Figura 1: Índice de velocidade de germinação (IVG), tempo médio de germinação (TMG)  das 

sementes de Phaseolus vulgaris, submetidas a diferentes proporções do extrato aquoso de B. 

forficata. 

O IVG das sementes de P. vulgaris, apresentou tendência a uma menor velocidade de 

germinação nos extratos 5 e 10%, com IVG de 48,86 e 41,42 respectivamente, sendo menor 

que o tratamento 0%, o qual apresentou um IVG de 69.55 (Figura 1). 

 De modo semelhante, Manoel et al. (2009), observaram que o extrato seco de folhas de 

B. forficata também atrasou a velocidade média da germinação de sementes de tomate, essa 

redução foi maior conforme o aumento das concentrações utilizadas. Alguns autores afirmam 
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que o índice de velocidade de germinação é o indicador fisiológico mais sensível aos efeitos 

alelopáticos, comparados com a porcentagem de germinação, visto que, o IVG identifica esses 

efeitos ao longo da germinação, e não somente ao final dela (Wardle et al. 1991; Souza Filho 

et al. 1996; Rizzardi et al. 2008). 

Com relação ao tempo médio de germinação (TMG), observamos que, com o aumento 

das proporções de extrato testadas houve também um aumento no tempo médio de germinação 

das sementes de P. vulgaris, fato este que, confirma os dados obtidos no IVG, uma vez que são 

inversamente proporcionais. Verificamos que as sementes do tratamento 10% apresentaram 

maior TMG, levando em média três dias para germinar, 1.5 vezes a mais do que o tratamento 

0%, que apresentou 1.75 dias. 

 O nível de inibição dos compostos aleloquímicos é dependente da sua proporção dentro 

das diluições do extrato, quando em baixas proporções, as substancias alelopáticas podem não 

interferir na germinação de outras espécies, enquanto que em altas proporções, muitas vezes, 

exercem ação inibitória (Harper & Balke 1981; Rice 1984).  

 Esses resultados corroboram com o verificado por Maraschin-Silva e Aquila (2006), 

que obtiveram o tempo médio de germinação prolongado de aquênios de alface submetidas ao 

extrato aquoso de 4% de Peltophorum dubium, uma Fabaceae assim como B. forficata, porém 

sem efeito na porcentagem de germinação. Da mesma forma, Manoel et al. (2009) observaram 

que extratos de B. forficata não interferiram na porcentagem de germinação das sementes de 

tomate, porém houve aumento significativo no tempo médio de germinação quando submetidas 

aos extratos.   

 Quanto ao índice de resposta ao efeito alelopático (RI), observamos que as sementes de 

feijão apresentaram valores negativos para todas as proporções de extrato, indicando que o 

extrato de B. forficata exerceu forte efeito inibitório sobre o processo de germinação (Tabela 

1). Da mesma forma, Meira et al. (2016), trabalhando com Cajanus cajan, uma leguminosa 

assim como B. forficata, observou valores negativos para as proporções de extratos utilizadas.  

Atividade enzimática nos cotilédones  

Observamos que a atividade da SOD nos cotilédones de P. vulgaris, foi elevada para os 

tratamentos 0%, com 6 horas de embebição (5.12 U/mg de proteína), e 5% em 3 horas de 

embebição (4.68 U/mg de proteína), seguido de uma redução nesses mesmos tratamentos a 

partir de 9 e 6 horas, respectivamente (Tabela 2). Já para os intervalos de embebição, 
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verificamos que houve diferença significativa para as diferentes proporções do extrato testadas 

apenas para 6, 9 e 24 horas. Observamos que a atividade da SOD com 9 horas na presença do 

extrato 2,5% dobrou em relação a testemunha, e houve uma redução na atividade dessa enzima 

com 6 e 24 horas para o extrato 5% (Tabela 2).  

 

Tabela 1: Atividade enzimática dos cotilédones das sementes de P. vulgaris L. em 3,6,9,12 e 

24 horas de embebição, submetidas as diferentes proporções de extrato aquoso de B. forficata 

L.  

SOD (U/mg de proteína) 

Tratamentos 3h 6h 9h 12h 24h  

0% 3.82 aB 5.12 aA 2.42 bB 3.40 aB 3.54 aB  

2.5% 3.85 aA 3.73 aA 4.89 aA 2.84 aA 3.38 aA  

5% 4.68 aA 2.93 bB 2.84 bB 3.15 aB 1.61 bB  

7.5% 3.22 aA 4.07 aA 2.65 bA 2.66 aA 4.36 aA  

10% 2.88 aA 2.25 bA 3.02 bA 2.97 aA 3.39 aA  

CV(%) 31.55  

CAT (H2O2 min-1 mg-1 de proteína) 

0% 108.44 aA 6.73 aB 4.11 aB 6.36 aB 16.25 aB  

2.5% 104.38 aA 6.34 aB 5.93 aB 5.02 aB 5.76 aB  

5% 121.96 aA 4.10 aB 3.87 aB 3.65 aB 3.36 aB  

7.5%  17.00 bA 4.74 aA 3.94 aA 2.79 aA 7.99 aA  

10%  11.74 bA 3.39 aA    32.49 aA 2.56 aA 10.35 aA  

CV(%) 49.88  

POD (μmol de purpurogalina min-1 mg-1 de proteína) Média 

0% 0.106 0.096 0.034 0.099 0.110 0.0895 a 

2.5% 0.136 0.076 0.062 0.080 0.142 0.0998 a 

5% 0.108 0.082 0.130 0.098 0.131 0.1105 a 

7.5% 0.088 0.066 0.060 0.065 0.129 0.0823 a 

10% 0.082 0.039 0.061 0.074 0.075 0.0668 a 

Média 0.1045 A 0.0723 B 0.0701 B 0.0839 B 0.1181 A  

CV(%) 3,88  
*Médias dos tratamentos seguidas da mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0.05). C.V: coeficiente de variação.  

Para a atividade da CAT nos cotilédones das sementes de P. vulgaris, verificamos uma 

atividade a partir de 6 horas de embebição, tanto para a testemunha (0%) quanto para os extratos 

nas proporções 2,5 e 5%. Quando analisada a atividade dessa enzima nos períodos embebição, 

observamos que, apenas com 3 horas de embebição houve diferença significativa entre os 

tratamentos, sendo que as proporções 7.5 e 10% reduziram em 10 vezes a atividade da enzima 

(Tabela 1). 
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A atividade da POD não apresentou interação entre os fatores proporções de extrato e 

horas de embebição, porém a média para o fator horas de embebição indicou que independente 

da proporção de extrato utilizada, após 6, 9 e 12 horas de embebição ocorre uma redução na 

atividade específica dessa enzima, seguida de um aumento com 24 horas de embebição (Tabela 

1).  

Segundo Gniazdownska et al. (2015), nas primeiras horas de embebição, com a 

reativação da cadeia de transporte de elétrons da respiração na presença dos extratos utilizados, 

estes, podem ter estimulado em uma maior atividade da SOD. Assim como a SOD, a CAT 

também acompanhou a alta atividade enzimática ao começo do processo germinativo no 

cotilédone, em 3 e 6 horas. Segundo Alscher et al. (2002) a enzima superóxido dismutase atua 

na primeira linha de defesa para conter os radicais livres, transformando o O-2 em H2O2, que 

por sua vez são transformados em água e oxigênio molecular pela POD e CAT.   

Desta forma o atraso da atividade da peroxidase, pode ser devido ao mecanismo 

compensatório sugerido por Apel e Hirt (2014), por exemplo, quando a atividade da catalase é 

alta, outras enzimas são expressas em menores quantidades. Tal fato é observado em nossos 

resultados, com a alta atividade da catalase em 6 e 9 horas de embebição e apenas com 24 horas 

de embebição é observado alta atividade da peroxidase. 

Os cotilédones das sementes de P. vulgaris atuam como tecido de reserva e a presença 

dos extratos de B. forficata gera uma desordem metabólica nesse tecido, devido às alterações 

observadas na atividade do sistema antioxidante já nas primeiras horas de embebição (Tabela 

2). Segundo Lara-Nuñez et al. (2009) essa desordem, pode refletir na velocidade de mobilização 

das reservas para o eixo embrionário, resultando em um atraso do tempo médio e índice de 

velocidade de germinação (Figura 1), assim como os resultados obtidos por Porto et al. (2018, 

dados não publicados), em que as proporções do extrato de B. forficata atrasaram a degradação 

de açúcares solúveis totais, também comprometendo a distribuição temporal da germinação. 

Atividade enzimática do eixo embrionário 

Na avaliação da atividade específica da SOD para o eixo embrionário das sementes de 

P. vulgaris, verificamos que de modo geral a atividade desta enzima é elevada com 24 horas de 

embebição. A presença do extrato na proporção de 5% promoveu um aumento na atividade da 

SOD já com 9 horas de embebição. Na análise do desdobramento dentro das horas de 

embebição, observamos que, com 3 horas o extrato das folhas de B. forficata na proporção de 

2,5% aumenta a atividade da SOD, com 9 e 12 horas o aumento é observado na proporção de 
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5%, enquanto que com 24 horas de embebição, este mesmo comportamento é observado com 

o extrato nas proporções de 2,5 e 7,5% (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Atividade enzimática (SOD, CAT e POD) do eixo embrionário das sementes de P. 

vulgaris L. em 3, 6, 9, 12 e 24 horas de embebição, submetidas as diferentes proporções de 

extrato aquoso de B. forficata L. 

SOD (U/mg de proteína) 

Tratamentos 3h 6h 9h 12h 24h 

0% 1.46 bB 0.86 aB 1.10 bB 1.74 bA 2.26 bA 

2.5% 2.03 aB 1.09 aC 1.32 bC 1.91 bB 3.10 aA 

5% 1.04 bC 1.02 aC 2.92 aA 2.95 aA 2.31 bB 

7.5% 1.17 bC 1.12 aC 0.93 bC 2.00 bB 3.23 aA 

10% 1.35 bB 0.55 aC 0.82 bC 2.73 aA 2.61 bA 

CV(%) 24.44 

CAT (H2O2 min-1 mg-1 de proteína) 

0% 1.34 aB 1.14 aB 0.98 aB 1.90 bA 1.44 cB 

2.5% 0.87 bB 1.02 aB 0.72 bB 0.90 dB 1.95 bA 

5% 0.73 bB 1.11 aB 1.00 aB 2.94 aA 1.02 cB 

7.5% 1.45 aA 0.73 aB 0.51 bB 1.48 cA 1.92 bA 

10% 0.43 bC 0.71 aC 1.44 aB 1.35 cB 3.31 aA 

CV(%) 26.27 

POD (μmol de purpurogalina min-1 mg-1 de proteína) 

0% 0.08 aA 0.03 aB 0.03 bB 0.06 aA 0.09 bA 

2.5% 0.09 aB 0.04 aC 0.05 bC 0.06 aC 0.12 aA 

5% 0.05 bB 0.05 aB 0.08 aA 0.07 aA 0.06 cB 

7.5% 0.04 bC 0.04 aC 0.05 bC 0.08 aB 0.12 aA 

10% 0.06 bB 0.03 aC 0.05 bB 0.07 aB 0.10 bA 

CV(%) 25.33 
*Médias dos tratamentos seguidas da mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0.05). C.V: coeficiente de variação.  

A atividade da catalase no eixo embrionário foi significativa entre os fatores estudados. 

O eixo embrionário submetido às proporções 2,5 e 10% apresentaram as maiores atividades da 

catalase apenas com 24 horas de embebição (Tabela 2), enquanto que na presença das 

proporções 5% a atividade dessa enzima foi elevada com 12 horas e na proporção 7,5% com 3, 

12 e 24 horas de embebição. Dentro do intervalo de horas de embebição, observamos que com 

3 horas os extratos na proporção 2.5; 5 e 10% reduziram a atividade da CAT e com 9 horas de 

embebição essa mesma redução ocorreu com os extratos 2,5 e 7,5%. Com 12 e 24 horas a 

presença do extrato aquoso na proporção de 5 e 10%, respectivamente, aumentaram a atividade 

da CAT (Tabela 2).  
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Para a peroxidase, observamos que, no eixo embrionário os extratos de B. forficata na 

proporção 2,5, 7,5 e 10% aumentam a atividade dessa enzima com 24 horas de embebição, 

enquanto o extrato na proporção de 5% esse aumento é verificado com 9 e 12 horas (Tabela 2). 

Com a análise das horas de embebição, verificamos que, com 3 horas a atividade da POD é 

reduzida a partir da proporção 5%, enquanto que com 9 horas, a atividade dessa enzima aumenta 

na presença do extrato a 5% e com 24 horas o aumento é observado com os extratos na 

proporção de 2,5 e 7,5%.    

Os resultados da atividade enzimática do embrião evidenciam que ocorreu uma maior 

atividade das enzimas, de maneira geral, no período de 9 a 24 horas de embebição. 

Possivelmente, uma alta atividade verificada nesse intervalo de horas, pode ser devido ao 

aumento na absorção de água pelo eixo embrionário dessas sementes, como foi observado no 

trabalho de Silva et al. (2014), em que o eixo embrionário aumenta 100g/kg de água, no 

intervalo de 6 para 9 horas de embebição.  

As atividades enzimáticas ao final do processo germinativo evidenciam uma tentativa 

de minimizar os danos causados pela presença dos extratos, visto que na presença deles a 

atividade foi mais elevada. Resultados do estudo de Ribeiro et al. (2017), também identificaram 

em sementes de Cucumis sativus submetidas a extratos de Leucaena leucocephala, alta 

atividade da catalase com 24 horas de embebição, porém nos tratamentos de menor proporção. 

Entretanto, os autores não observaram redução na porcentagem de germinação, e sim aumento 

do tempo médio de germinação e baixo índice de velocidade de germinação, assim como nos 

nossos resultados. 

Observamos que a atividade da POD foi alta com 24 horas de embebição, para todos os 

tratamentos testados, exceto o 5%. Uma vez que a atividade da peroxidase, através do seu ciclo 

de eliminação, gera a radical hidroxila, esta, responsável pela quebra das ligações covalentes 

entre os polissacarídeos de parede celular (Schopfer 2001). Tal evento pode estar relacionado 

com o direcionamento do metabolismo para o alongamento celular (Quiroga et al. 2000).  

Dessa forma, concluímos que a alteração da atividade da POD no eixo embrionário de 

P. vulgaris, serve como um indicativo da protrusão da raiz primaria na germinação, visto que a 

baixa quantidade de H2O2 permite o afrouxamento da parede celular em eudicotiledôneas 

(Passardi et al. 2005). 

 Ao verificarmos em conjunto o padrão de atividade enzimática, nas sementes de feijão 

(cotilédone e eixo embrionário) observamos que, na fase inicial do processo germinativo ocorre 
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um maior dano de membrana e consequentemente uma elevada atividade das enzimas, 

possivelmente tal evento esteja associado ao fato de estar ocorrendo no tecido de reserva a 

mobilização das reservas energéticas necessárias durante a germinação. 

Ao quantificar as atividades para o eixo embrionário, verificamos que a atividade das 

enzimas foi mais elevada ao final do processo possivelmente, devido ao processo de 

alongamento celular, com destaque para a atuação da SOD e POD.  

Conclusão 

 Os resultados do presente estudo apontam que, possivelmente o extrato aquoso de B. 

forficata apresenta atividade alelopática, devido ao índice negativo de resposta alelopática e 

também retardando a germinação das sementes de feijão, devido ao estresse oxidativo gerado 

pela presença do extrato, onde foi observado pela atividade das enzimas.       
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Guia ético para publicação no periódico 

1. Obrigações dos autores 

1.1. Normas dos relatórios  

Autores de relatórios originais devem apresentar uma avaliação precisa do trabalho 

demonstrado, bem como uma discussão objetiva da sua significância. Dados subjacentes 

devem ser representados apuradamente no trabalho. O trabalho deve conter detalhes e 

referências suficientes para permitir outros a replicar a sua obra. 

Declarações fraudulentas e a conscientização imprecisa do mesmo constitui um 

comportamento antiético e inaceitável. 

Artigos de revisões e publicações profissionais devem sempre ser precisos e objetivos, e 

trabalhos e opiniões editoriais devem claramente ser identificados com tal.  

1.2. Acesso e retenção de dados 

Autores podem ser solicitados a providenciar dados crus em conexão com um trabalho para 

revisões editoriais, devem estar preparados a providenciar o acesso público destes dados, se 

viável, e devem independente da instância estar preparados a reter tais dados por um período 

adequado depois de sua publicação. 

1.3. Originalidade e plágio  

Os autores devem assegurar que tenham escrito obras totalmente originais, e se os autores 

usarem o trabalho e/ou palavras de outra pessoa, que o mesmo seja citado devidamente. O 

plágio toma várias formas, alguns destes sendo, quando um autor pega o trabalho de outro 

como seu, ao copiar ou parafrasear partes substanciais de um trabalho feito por outro (sem 

atribuição), ou até mesmo a reivindicação dos resultados de uma pesquisa feita por outros. 

Plágio em todas as suas formas constitui um comportamento de publicação antiético, sendo 

inaceitável.  

1.4. Publicações múltiplas, redundantes e simultâneas 

Em geral um autor não deve publicar manuscritos que descrevem essencialmente a mesma 

pesquisa em mais de um periódico ou publicação primária. Apresentação do mesmo 

manuscrito para mais de um periódico simultaneamente constitui um comportamento de 

publicações antiético, sendo inaceitável. Em geral um autor não deverá apresentar para 

considerações um trabalho publicado anteriormente em outro periódico. A publicação de 

alguns tipos de artigos (ex. diretrizes clínicas, traduções) em mais de um periódico é 

justificável, desde que certas condições sejam atendidas. Os autores e editores dos periódicos 

interessados devem concordar na publicação secundária que deve refletir os mesmos dados e 

interpretações do documento primário. A referência primaria deve ser citada na publicação 
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secundaria.  

1.5. Reconhecimento das fontes  

O devido reconhecimento do trabalho feito por outro deve sempre ser dado. Autores devem 

citar publicações que foram influentes na determinação da natureza do trabalho relatado. 

Informações obtidas particularmente, tais como em conversas, correspondências, ou 

discussões com terceiros, não devem ser usadas ou relatadas sem explicita permissão escrita 

da fonte. Informações obtidas no decurso de serviços confidenciais, tais como manuscritos 

referidos ou aplicações para bolsas, não deverão ser utilizadas sem explícita permissão escrita 

do autor do trabalho envolvido nestes serviços. 

1.6. Autoria do trabalho 

A autoria deve ser limitada àqueles que tenham feito contribuições significativas à concepção, 

estruturação, execução, ou interpretação do estudo relatado. Todos aqueles que tenham feito 

uma contribuição significativa devem ser listadas como coautores. Nos lugares que 

contenham participantes em certo aspecto substantivos do projeto de pesquisa, os mesmos 

devem ter reconhecimento ou serem listados como contribuintes. O autor correspondente deve 

assegurar que todos os coautores apropriados e não os coautores inapropriados sejam 

incluídos no trabalho, e que todos os coautores tenham visto e aprovado a versão final do 

trabalho e concordem em sua apresentação para publicação. 

1.7. Perigos e cobaias humanas ou animais 

Se o trabalho envolver produtos químicos, procedimentos ou equipamentos que demonstram 

qualquer risco inerente em seu uso, o autor deve identificar isso claramente em seu 

manuscrito. Se o trabalho envolver o uso de cobaias humanas ou animais, o autor deve 

assegurar que o manuscrito contenha uma declaração de que todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com leis atuais e orientações institucionais e que há aprovação do(s) 

comitê(s) institucional(s) apropriado(s). Os autores devem incluir uma declaração no seu 

manuscrito informando que houve consentimento para experimentos com cobaias humanas. 

Os direitos humanos de privacidade devem sempre ser observados.  

1.8. Divulgação e conflitos de interesse  

Todos os autores devem divulgar em seu manuscrito qualquer conflito de interesse seja 

financeiro ou outro conflito de interesse relevante que poderia ser entendido como influência 

nos resultados de interpretação do manuscrito. Todas as fontes de suporte financeiro ao 

projeto devem ser divulgadas. Exemplos de possíveis conflitos de interesses que deveriam ser 

divulgados podem incluir vínculo empregatício, consultoria, propriedade de ações, 

honorários, depoimentos pagos de especialistas, aplicações / registros de patente, e bolsas ou 
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outros financiamentos. Possíveis conflitos de interesses devem ser divulgados o mais cedo 

possível.  

1.9. Erros básicos em trabalhos publicados  

Quando o autor descobre um erro significante ou impreciso no seu trabalho publicado, é o 

dever do autor notificar imediatamente o editor ou a editora do periódico, e cooperar com o 

editor para retratar ou corrigir o trabalho. Se o editor ou a editora descobrir por terceiros que 

um trabalho publicado contém erros significativos, é obrigação do autor imediatamente 

retratar ou corrigir o trabalho ou providenciar evidência para o editor sobre a exatidão no 

trabalho original. 

2. Obrigações do Conselho Editorial  

(Essas orientações são baseadas em políticas existentes da Elsevier e Orientações das 

Melhores Práticas para Editores de Periódicos da COPE). 

2.1. Decisões de Publicações  

O editor de um periódico de revisão por pares é responsável pela decisão de quais artigos 

apresentados ao periódico serão publicadas. A validação do trabalho em questão e a sua 

importância para pesquisadores e leitores deve sempre ser o que impulsiona tais decisões. O 

editor pode ser guiado pelas políticas do conselho editorial do periódico e limitado pelos 

requisitos legais vigentes em matéria de difamação, violação de direitos autorais e plágio. O 

editor pode conferir com outros editores e revisores na tomada dessa decisão. 

2.2. Jogo Limpo 

Um editor deve avaliar manuscritos por seu conteúdo intelectual sem distinção de sua raça, 

gênero, orientação sexual, crenças religiosas, origens étnicas, cidadania, ou filosofia política 

dos autores.  

2.3. Confidencialidade 

O editor ou qualquer outra pessoa da equipe editorial não devem divulgar quaisquer 

informações sobre um manuscrito apresentado, a não ser para o correspondente autor, 

revisores, colaboradores potenciais, outros conselheiros editoriais, e a editora, conforme o 

caso. 

2.4. Divulgação e conflitos de interesse  

A divulgação de materiais não publicados em um manuscrito submetido não deve ser 

utilizada pelo editor em sua própria pesquisa sem a autorização expressa por escrito do autor. 

Informações privilegiadas ou ideias obtidas por revisões de pares devem ser mantidas 

confidenciais e não utilizadas para proveito pessoal. Os editores devem recusar-se (ou seja, 

deve perguntar a um coeditor, editor adjunto ou outro membro do conselho editorial para 
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analisar e ponderar) a considerar manuscritos dos quais eles tenham conflitos de interesse, 

sendo estes resultantes de concorrência, colaboração, ou outros relacionamentos ou ligações 

com qualquer um dos autores, empresas, ou (eventualmente) as instituições ligados aos 

trabalhos. Os editores devem exigir que todos os contribuintes divulguem interesses 

conflitantes relevantes e que publiquem correções se os interesses conflitantes forem 

revelados após a publicação. Se necessário, devem ser tomadas outras medidas adequadas, 

tais como a publicação de uma retratação ou nota de interesse. 

2.5. Envolvimento e cooperação em investigações 

Um editor deve tomar medidas de responsabilidade razoáveis, quando reclamações a respeito 

de conduta ética forem apresentadas com relação a um manuscrito ou trabalho publicado, em 

conjunto com a editora (ou sociedade). Tais medidas geralmente incluirão contatar o autor do 

manuscrito ou trabalho passando-lhe as devidas considerações com relação às reclamações 

feitas, mas também poderão incluir futuras comunicações com as instituições e corpo de 

pesquisa relevantes, e se as reclamações forem comprovadas, a publicação de uma correção, 

retratação, nota de interesse, ou outra nota, caso seja relevante. Todo ato relatado sobre uma 

conduta antiética nas publicações deverá ser analisado, mesmo se for descoberto depois de 

vários anos de publicação. 

3. Deveres dos revisores  

(Essas orientações são baseadas em políticas existentes da Elsevier e Orientações das 

Melhores Práticas para Editores de Periódicos da COPE). 

3.1. Contribuições para decisões editoriais  

A revisão por pares auxilia o editor ao tomar as decisões editoriais, e o editorial através da 

comunicação com o autor pode trazer melhorias para o próprio trabalho. A revisão por pares é 

um componente essencial da comunicação acadêmica formal, sendo considerada como a alma 

da metodologia científica. A Elsevier compartilha o ponto de vista, de que aqueles 

acadêmicos que desejam contribuir para publicações tenham a obrigação de fazer a sua parte 

nas revisões. 

3.2. Prontidão 

Qualquer avaliador selecionado que se sente desqualificado para revisar a pesquisa relatada 

em um manuscrito ou que tem conhecimento de que sua revisão rápida será impossível, 

deverá notificar ao editor e pedir que seja retirado do processo de revisão. 

3.3. Confidencialidade  

Qualquer manuscrito recebido para revisão deve ser tratado como documento confidencial. Os 

manuscritos não devem ser mostrados ou discutidos com outros a não ser que possuam 
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autorização pelo editor.  

3.4. Padrões de objetividade  

Revisões devem ser conduzidas objetivamente. Críticas pessoais do autor são inadequadas. 

Avaliadores devem expressar seus pontos de vistas claramente com argumentos partidário. 

3.5. Reconhecimentos das fontes 

Revisores devem identificar publicações de trabalhos relevantes que não tenham sido citadas 

pelos autores. Qualquer afirmação de que uma observação, derivação, ou argumento tenha 

sido relatado anteriormente deve ser acompanhada pela citação relevante. O revisor deve 

também chamar a atenção do editor sobre qualquer similaridade substancial ou sobreposição 

entre o manuscrito em avaliação e qualquer outro trabalho publicado do qual ele tenha 

conhecimento pessoal.  

3.6. Divulgação e conflitos de interesse  

Materiais não publicados divulgados em um manuscrito submetido não devem ser usados na 

pesquisa pessoal de um pesquisador sem o consentimento expresso de forma escrita pelo 

autor. Informações privilegiadas ou ideias obtidas através de revisões por pares devem ser 

mantidas em confidencialidade e não devem ser usadas para vantagem pessoal. Revisores não 

devem considerar manuscritos dos quais tenham conflitos de interesses, seja resultado de 

competitividade, colaboração, ou outra relação ou vínculo com qualquer outro autor, 

companhias, ou instituições que tenha conexão com o trabalho. 
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CAPITULO 2  

 

 

 

 

 

Interferência alelopática do extrato aquoso de folhas de Bauhinia 

forficata L. no sistema antioxidante de plântulas de Phaseolus vulgaris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O artigo segue as normas da revista de Ciências 

Agrarias de Portugal citada em anexo II do capitulo 

2. 
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Desempenho fisiológico e sistema antioxidantes de plântulas submetidas 1 

ao extrato aquoso de Bauhinia forficata L. 2 
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 9 
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 11 

Resumo 12 

  13 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes proporções do extrato 14 

aquoso de Bauhinia forficata L. sobre o desempenho fisiológico e atividade enzimática 15 

durante o desenvolvimento inicial de plântulas de feijão. As proporções dos extratos 16 

utilizados foram 0% (água); 2.5; 5; 7.5 e 10% (folhas secas). Foram avaliados o comprimento 17 

médio de parte aérea e raiz, massa seca total da parte aérea e raiz, lipoperoxidação lipídica e 18 

atividade enzimática da superóxido-dismutase, catalase e peroxidase da parte aérea e da raiz. 19 

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Houve redução do comprimento 20 

médio e massa seca da raiz conforme aumento das proporções utilizadas. A peroxidação 21 

lipídica e a atividade da enzima catalase foram elevadas quando submetidas aos tratamentos 22 
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com proporções do extrato. O aumento da proporção do extrato de folhas de B. forficata L. 23 

afeta negativamente o desenvolvimento radicular e provoca danos acentuados as membranas 24 

das raízes de plântulas de feijão.   25 

 26 

Palavras-chave: alelopatia, enzimas antioxidantes, Phaseolus vulgaris 27 

 28 

Abstract  29 

 30 

The present work had the objective of evaluating the effect of different proportions of the 31 

aqueous extract of Bauhinia forficata L. on the physiological performance and enzymatic 32 

activity during the initial development of bean seedlings. The proportions of the extracts 33 

used were 0% (water); 2.5; 5; 7.5 and 10% (dry leaves). The average length of shoot and 34 

root, total dry mass of shoot and root, lipid lipid peroxidation and enzymatic activity of 35 

superoxide dismutase, catalase and root and shoot peroxidase were evaluated. There was 36 

reduction of the average length and dry mass of the root as the proportions used increased. 37 

The lipid peroxidation and the activity of the catalase enzyme were high when submitted to 38 

the treatments with proportions of the extract. Increasing the proportion of B. forficata L. 39 

leaf extract adversely affects root development and causes marked damage to the 40 

membranes of bean seedlings. 41 

 42 

Keywords: allelopathy, antioxidant enzymes, Phaseolus vulgaris 43 

 44 
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 45 

Introdução  46 

 47 

As interações alelopáticas são mediadas por metabolitos químicos (aleloquímicos) 48 

liberados de plantas doadoras para o meio ambiente e influenciam o crescimento e o 49 

desenvolvimento de outras plantas. Essas substâncias são oriundas do metabolismo 50 

secundário das plantas, conhecidos como aleloquímicos. São liberadas no ambiente por meio 51 

da lixiviação, exsudação das raízes, volatilização e decomposição de resíduos vegetais e uma 52 

vez liberadas no meio, podem interferir em processos vitais de crescimento e 53 

desenvolvimento de outras plantas e organismos, (Reigosa et al., 1999; Ferreira e Aquila, 54 

2000). 55 

A ação dos aleloquímicos está diretamente ligada na alteração de processos 56 

fisiológicos essenciais a planta, sendo que, muitos autores acreditam que essa interferência 57 

resulta em um aumento da produção e acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) 58 

(Rezende et al., 2003; Almeida et al.,2008), as quais acarretam em danos que podem causar 59 

morte celular, devido a despolarização das membranas celulares que induzem a peroxidação 60 

lipídica (Almeida et al., 2008; Barbosa et al., 2014). 61 

Com a finalidade de evitar danos oxidativos nas células, as plantas possuem sistemas 62 

de defesa antioxidante, que envolvem enzimas como a superóxido-dismutase (SOD), 63 

catalase (CAT) e peroxidases (POD). Esses agentes enzimáticos atuam diretamente na 64 

redução e remoção de radicais livres (EROs). Em respostas ao aumento desses radicais 65 

livres, as plantas aumentam a produção dessas enzimas como defesa, no entanto, há relatos 66 
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de que alguns aleloquímicos podem reduzir a atividade dessas enzimas (Apel & Hirt, 2004, 67 

Almeida et al., 2008; Gill & Tuteja 2010).  68 

O aumento de radicais livres em células de plantas em reposta aos aleloquímicos tem 69 

se tornado objeto de estudo, uma vez que esses podem interferir no processo de 70 

estabelecimento das espécies no meio. Logo, espécies que possuem relatos de atividades 71 

alelopáticas são de interesse para compreender sobre os diferentes processos fisio-72 

metabólicos decorrentes do agente estressor, no caso, os aleloquímicos (Rezende et al., 73 

2003; Almeida et al., 2008; Aumonde et al., 2015; Barbosa et al., 2014). 74 

A B. forficata Link conhecida como pata-de-vaca, é uma espécie pioneira que 75 

apresenta uma rápida germinação, alta taxa de sobrevivência, é capaz de suportar inundações 76 

de curto prazo e se adapta em quase todos os tipos de solo, por conta disso é recomendada 77 

para restaurações ecológicas (Carpanezzi, 2006; Resende et al., 2015). Tal espécie pertence 78 

à família Fabaceae, e é caracterizada como árvore de porte médio com ocorrência em floresta 79 

de Mata Atlântica do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (Lorenzi, 2002).  80 

Alguns estudos, já comprovaram a interferência negativa de compostos alelopáticos 81 

da Bauhinia. forficata sobre a germinação e desenvolvimento de sementes bioindicadoras 82 

(Manoel et al., 2009; Meira et al., 2016). A atuação dos aleloquímicos, principalmente da 83 

kaempinefrina, composto identificado em B. forficata, apresentou uma interferência, em 84 

altas concentrações, durante o processo germinativo em sementes de Lactuta sativa (Weston 85 

et al., 2013).  86 

Nesse sentido, o entendimento do metabolismo antioxidativo junto a análise 87 

fisiológica de crescimento da planta, auxilia-nos a entender melhor os estudos alelopáticos, 88 

pois permite inferir o mecanismo de defesa de plantas quando impostas a situações de 89 

estresse além de compreender sobre a dinâmica das populações inseridas no ambiente. 90 



33 
 

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes 91 

proporções do extrato aquoso de Bauhinia forficata L. sobre o desempenho fisiológico e 92 

atividade enzimática durante o desenvolvimento inicial de plântulas de feijão.  93 

Material e métodos   94 

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Fisiologia Vegetal da 95 

Universidade Estadual do Oeste do Paraná, Unioeste Campus Cascavel – PR, no período de 96 

novembro de 2016 a abril de 2017.  97 

Para a avaliação do efeito do extrato sobre o desenvolvimento, utilizou-se sementes 98 

de feijão (P. vulgaris L.) cultivar IAC Milênio, adquiridas de um produtor rural local 99 

(25°,05’19.9” S, 53°.19’33.8” W) em Cascavel, Paraná, Brasil.  100 

As sementes de feijão foram submetidas a assepsia, durante 10 minutos em solução 101 

de água destilada com detergente (5 gotas para cada 100ml de água destilada) segundo Brasil 102 

(2009). Posteriormente, foi instalado um teste de pré-germinação com 50 sementes de P. 103 

vulgaris para cada um dos 6 tratamentos. A escolha da espécie feijão, foi baseada pela vasta 104 

literatura descrita sobre a espécie, sobretudo, pela uniformidade da germinação.  105 

Preparação do Extrato  106 

A coleta das folhas de Bauhinia forficata foram realizadas no mês de dezembro de 107 

2016, quando as plantas estavam em estágio vegetativo no período de pré-floração, no 108 

período da manhã, em área de vegetação nativa do Parque Nacional do Iguaçu, próximo ao 109 

município de Lindoeste – PR (25°18'38.6" S, 53°38'01.6" W). As exsicatas da B. forficata 110 

foram depositadas no Herbário da Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNOP), 111 

campus Cascavel, sob número 2360. 112 
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As folhas de B. forficata foram secas em estufa de secagem com circulação de ar 113 

forçado a 40±2 ⁰ C por aproximadamente 60 horas, até que atingiram uma estabilização da 114 

massa (g). Após a secagem, as folhas foram trituradas em moinho de faca do tipo Willey®, 115 

para a obtenção do pó, o qual foi armazenado em frascos de vidro, envoltos por papel 116 

alumínio para evitar foto-oxidação do material, mantidos em local seco e temperatura 117 

ambiente até sua utilização.  118 

O extrato aquoso foi obtido a partir do pó das folhas secas e trituradas de B. forficata 119 

nas proporções de 25; 50; 75 e 100g de pó para 1000 mL de água destilada, relação 120 

peso/volume (g mL-1). A mistura foi homogeneizada por 1 minuto com bastão de vidro em 121 

seguida foi deixada em repouso por 4 horas à temperatura ambiente (25 ± 2 °C), no escuro 122 

(Carvalho et al., 2012).    123 

Em seguida, o extrato foi filtrado em uma malha de algodão, obtendo-se o extrato 124 

nas proporções de 2.5%; 5%; 7.5% e 10%, sendo esses 4 tratamentos com extratos de B. 125 

forficata e mais um, composto apenas por água destilada (0%), totalizando 5 tratamentos. 126 

Após a obtenção dos extratos aquosos das folhas secas de B. forficata foi realizado a leitura 127 

do potencial hidrogeniônico (pH) de todas as proporções com o auxílio do pHmetro Micronal 128 

B474.  129 

Experimento de crescimento e desenvolvimento inicial 130 

Foram utilizadas 10 sementes de P. vulgaris pré-germinadas apresentando entre 1 e 131 

3 cm de raiz primária por repetição, as quais foram acondicionadas em papéis Germitest 132 

previamente autoclavados e umedecidos com as diferentes concentrações do extrato aquoso 133 

de B. forficata na proporção de 2,5x o peso seco do papel, além de um tratamento com água 134 
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destilada, totalizando seis tratamentos (0%, 1%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10%), cada tratamento 135 

foi composto por 4 repetições com 10 plântulas pré-germinadas cada. 136 

Esses tratamentos foram acondicionados em recipientes plásticos de 1L, na posição 137 

vertical, com as mesmas proporções de extrato utilizadas para umedecer os papeis Germitest. 138 

Esses tratamentos permaneceram em câmara de germinação do tipo B.O.D com temperatura 139 

de 25 º C e fotoperíodo de 12h luz/escuro por mais 6 dias. O Extrato aquoso foi trocado no 140 

terceiro dia de experimento. 141 

Analises fisiológicas 142 

Para a análise do desenvolvimento inicial, ao final do teste de crescimento e 143 

desenvolvimento inicial, 6 dias, foi verificado o comprimento médio da parte aérea (CMPA) 144 

e comprimento médio de raiz (CMR) de sete plântulas por repetição no último dia de 145 

avaliação, as medições foram realizadas com auxílio de régua graduada e os resultados foram 146 

expressos em centímetros (cm).  147 

A massa seca foi avaliada com a utilização de 3 plântulas de cada repetição, 148 

separando a parte aérea da raiz. As partes foram acondicionadas em sacos de papel kraft e 149 

em estufa de circulação forçada de ar à 40±2 ⁰ C até que atingissem massa constante, em 150 

seguida foram pesadas em balança analítica de precisão, os valores foram expressos em 151 

miligramas (mg). 152 

Atividade enzimática e peroxidação lipídica  153 

A análise das atividades enzimáticas e peroxidação lipídica, nas plântulas foram 154 

realizadas ao final do experimento de crescimento e desenvolvimento inicial. Foi separada 155 

parte aérea e raiz das plântulas. Os dados apresentados de determinação da atividade 156 

enzimática e da peroxidação lipídica, foram valores médios de ensaios em triplicata. 157 
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Foram homogeneizados 50 mg do material vegetal em solução de tampão fosfato de 158 

potássio 0.1 mol L-1 pH 6.8. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 minutos a 159 

4 ⁰  C. A quantificação de proteínas totais foi realizada de acordo com Bradford (1976), para 160 

a determinação da atividade especifica das enzimas. 161 

A peroxidação lipídica foi avaliada via acumulo de malondialdeído (MDA), um 162 

subproduto da degradação dos lipídios, adaptado segundo metodologia de Heath e Packer 163 

(1976), expressos em nmol g-1 massa fresca.  164 

A análise da atividade especifica das enzimas antioxidantes foram: superóxido 165 

dismutase (SOD) de acordo com Beuchamp & Fridovich (1971), em U/mg de proteína; 166 

Catalase (CAT) conforme Azevedo et al. (1998), em nmol H2O2 consumido min-1mg-1 167 

proteína; Peroxidase (POD) de acordo com Teisseire & Guy (2000), em μmol de 168 

purpurogalina min-1 mg-1 de proteína. 169 

Delineamento experimental e análise estatística  170 

O delineamento experimental para análise das variáveis de desenvolvimento inicial 171 

como também a análise da atividade enzimática e peroxidação lipídica nas plântulas, foi 172 

inteiramente casualizado, composto pelos tratamentos utilizados, 0% água destilada e as 173 

proporções de extrato aquoso de B. forficata (2.5, 5, 7.5 e 10%) totalizando 6 tratamentos, 174 

com 4 repetições cada.  175 

 As médias foram analisadas pela regressão linear por meio do ajuste de modelos 176 

simples e polinomiais (de segunda a quarta ordem) a 5 % de probabilidade. Todas as análises 177 

estatísticas foram realizadas com auxílio do programa R versão 3.2.5. 178 

Resultados e discussão  179 
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 Os valores médios do pH (6,42) obtidos para o extrato de B. forficata, estavam dentro 180 

da faixa de neutralidade (pH neutro 7), não interferindo no desenvolvimento inicial das 181 

plântulas de P. vulgaris. Valores extremos de pH, muito ácido ou muito alcalino, podem 182 

interferir no desenvolvimento das plântulas e assim mascarar o efeito alelopático (Ferreira e 183 

Aquila, 2000). 184 

As análises fisiológicas realizadas 6 dias após a instalação do experimento de 185 

desenvolvimento, indicam que, o extrato aquoso de B. forficata interferiu negativamente nos 186 

comprimentos médios das plântulas de feijão (Fig 1). 187 

Verificamos que, para o comprimento médio da parte aérea houve uma tendência de 188 

estímulo de crescimento até o tratamento 5%, seguido de redução para os tratamentos com 189 

maiores proporções, sendo que 10%, apresentou menor média (7.67 cm) (Fig. 1 A). 190 

Semelhante ao comprimento da parte aérea, a massa seca apresentou um aumento até o 191 

tratamento 2.5% seguido de uma redução nos tratamentos 5, 7.5 e 10% (Fig. 1 B).   192 

Figura 1. Comprimento médio da parte aérea e massa seca da parte aérea das plântulas de P. 193 

vulgaris submetidas aos tratamentos; 0% com água destilada e com extrato aquoso de folhas 194 

secas de B. forficata (2.5, 5, 7.5 e 10%). 195 
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O comprimento médio das raízes das plântulas de feijão foi reduzindo continuamente 196 

conforme o aumento das proporções dos extratos testados, sendo que o extrato na proporção 197 

de 10% apresentou um comprimento 2.5 vezes menor do que o tratamento 0% (Fig. 2 A). 198 

Análogo ao comprimento das raízes, a massa seca da raiz também foi reduzida conforme o 199 

aumento das proporções dos extratos aquosos (Fig. 2 B). Houve uma redução de 200 

aproximadamente 60% na massa seca da raiz entre o tratamento 0% (água destilada) e o 201 

tratamento 10%.  202 

Figura 2. Comprimento médio da raiz e massa seca da raiz das plântulas de P. vulgaris 203 

submetidas aos tratamentos; 0% com água destilada e com extrato aquoso de folhas secas de 204 

B. forficata (2.5, 5, 7.5 e 10%). 205 

A atividade alelopática de B. forficata também foi observado no trabalho de Manoel 206 

et al. (2009) sobre plântulas de Lycopersicum esculentum (tomate) que apresentou uma 207 

redução do comprimento médio da raiz quando submetidas aos extratos fresco e seco. 208 

Ribeiro et al. (2017), trabalhando com extrato de Leucaena leucocephala, uma espécie 209 

leguminosa assim como a B. forficata, apresentou resultados semelhantes ao nosso estudo. 210 

Para o comprimento médio da parte aérea e raiz de plântulas de Cucumis sativus, onde as 211 

maiores proporções de extrato apresentaram uma maior redução do comprimento, porém a 212 

massa seca não reduziu. 213 
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Mourão-filho e Souza filho (2010), relataram em estudos com o gênero Bauhinia, a 214 

redução do eixo da raiz de Mimosa pudica, quando expostas aos extratos das folhas de 215 

Bauhinia guianensis, afirmando que a raiz é órgão mais sensível à presença dos 216 

aleloquímicos em comparação com a parte aérea.  217 

Segundo Alves & Santos (2002), a redução ou incremento dos órgãos da plântula 218 

pode ser explicado devido a influência do extrato sobre o balanço hormonal da plântula, 219 

consequentemente essa interferência é mais expressiva sobre a raiz, devido a sua alta 220 

capacidade de absorção e assim maior concentração de fitotoxinas nos tecidos radiculares, 221 

sendo mais sensível em relação a parte aérea (Souza Filho et al., 2010). Além disso, o 222 

alongamento do sistema radicular depende de divisões celulares, que, se inibidas pela ação 223 

de aleloquímicos acarretam no comprometimento do seu desenvolvimento normal (Alves e 224 

Santos, 2002).   225 

A inibição dos órgãos (raiz e parte aérea) das plântulas pode ser devido a presença 226 

de compostos fenólicos, visto que esses já foram identificados na composição de B. forficata 227 

por Silva e Filho (2002) e Marques et al. (2012), tais compostos podem afetar de forma 228 

negativa o desenvolvimento de plantas através da interferência no metabolismo energético, 229 

divisão celular, absorção mineral e processos biossintéticos (Zhang e Fu, 2010). 230 

Segundo Weir et al. (2004) a redução da massa seca das plântulas pode estar 231 

relacionada com o estresse oxidativo causado pelos compostos aleloquímicos presentes no 232 

extrato, visto que as EROs podem causar alteração na permeabilidade das membranas, 233 

induzindo a peroxidação lipídica.  234 
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Produto da peroxidação lipídica, o MDA (malondealdeído) é um importante 235 

marcador para avaliar injuria celular das membranas, em resposta ao estresse submetido, um 236 

aumento no conteúdo de MDA pode refletir reduções no crescimento de plântulas (Ullah et 237 

al., 2015). A peroxidação lipídica (MDA) da parte aérea das plântulas de P. vulgaris, 238 

ajustou-se ao modelo quadrático e apresentou baixos níveis de peroxidação lipídica, quando 239 

submetidas aos tratamentos 2.5, 5 e 7.5%, apresentando tendência ao aumento no tratamento 240 

10% (Fig. 3 A).  241 

Figura 3. Peroxidação lipídica (MDA) e atividade enzimática (SOD, POD e CAT) da parte 242 

aérea das plântulas de P. vulgaris submetidas aos tratamentos; 0% com água destilada e com 243 

extrato aquoso de folhas secas de B. forficata (2.5, 5, 7.5 e 10%). 244 

A atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD), da parte 245 

aérea das plântulas (Fig. 3 B, D), apresentam uma tendência ao aumento da atividade quando 246 

submetidas aos tratamentos 5, 7,5 e 10%, e 7,5, 10%, respectivamente. Logo, o aumento da 247 

atividade dessas enzimas (SOD e POD) possivelmente esteja ligado a resposta na elevação 248 
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da quantidade de radicais superóxido e peróxido de hidrogênio, os quais podem ter 249 

comprometido as variáveis massa seca e comprimento de parte aérea valor devido à redução 250 

observada quando as plântulas de P. vulgaris foram submetidas a estes tratamentos (5, 7.5 e 251 

10%).   252 

Na linha de defesa enzimática das plantas, a SOD é a primeira a atuar na eliminação 253 

das EROs, sendo responsável pela redução do radical superóxido (O2
.-), um radical altamente 254 

instável que por sua vez é um dos responsáveis pela peroxidação lipídica das membranas de 255 

células vegetais, convertendo esse radical em H2O2, um radical moderado que é capaz de 256 

difundir-se através das membranas e atuar como mensageiro da condição de estresse 257 

(Alscher et al., 2002; Scandalios, 2005; Barbosa et al., 2014). 258 

Para a atividade da enzima catalase na parte aérea (CAT) (Fig. 3 C), foi observado 259 

um decréscimo nos tratamentos de 2,5; 5 e 7,5%, com um aumento na atividade no 260 

tratamento 10%, sendo que o tratamento 0% foi o que apresentou maior atividade (79.92 261 

mKat mg-1 de proteína). 262 

Por sua vez, a peroxidase e a catalase realizam a eliminação do radical gerado pela 263 

SOD, porém a POD possui uma maior afinidade pelo peroxido de hidrogênio em relação a 264 

CAT (Barbosa et al., 2014). Provavelmente, a atividade das enzimas SOD, juntamente com 265 

a peroxidase, que possui uma maior afinidade para o H2O2, atuaram de forma mais eficiente 266 

na presença dos extratos de B. forficata da parte aérea (Wier et al., 2004). 267 

Os níveis de MDA na raiz das plântulas apresentaram ajuste ao modelo quadrático, 268 

porém com tendência a elevação dos níveis de MDA ao aumentar as proporções dos extratos 269 

aquosos, indicando dano à membrana devido a peroxidação lipídica, principalmente no 270 

tratamento 10% (17.83 nmol g-1 massa fresca) (Fig. 4 A) que apresentou menor comprimento 271 

médio de raiz, 4.02cm e menor quantidade de massa seca 0.025g (Fig. 2 A).  272 
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Figura 4. Peroxidação lipídica (MDA) e atividade enzimática (SOD, POD e CAT) das raízes 273 

das plântulas de P. vulgaris submetidas aos tratamentos; 0% com água destilada e com 274 

extrato aquoso de folhas secas de B. forficata (2,5; 5; 7,5 e 10%). 275 

Para as raízes das plântulas de feijão, a atividade da SOD apresentou tendência a 276 

redução quando submetidas aos tratamentos com as maiores proporções do extrato aquoso 277 

(Fig. 4 B). Essa baixa atividade da SOD, nas raízes, pode ter resultado em um maior dano 278 

de membrana, devido as elevadas concentrações de MDA observadas nesse experimento 279 

(Fig. 4 A). Assim, essa enzima não foi suficiente para eliminar os radicais superóxido que 280 

por sua vez atuam na peroxidação lipídica da membrana plasmática (Alscher et al., 2002; 281 

Scandalios, 2005), comprometendo o comprimento médio das raízes (Fig. 2 A). 282 

Já para as enzimas CAT e POD, ajustaram-se ao modelo cubico, sendo que a 283 

metodologia utilizada para a CAT não foi suficiente para leitura nos tratamentos 0% e 2,5%. 284 

Para os demais, apresentou uma tendência de aumento quando submetidas os tratamentos 285 
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com maiores proporções do extrato (5 e 7,5. A enzima POD teve sua atividade aumentada 286 

até o tratamento 7.5%, sendo que este foi o ponto máximo da sua atividade (42.1751 287 

umol/min/mg prot).  288 

É visto que nas maiores proporções 10% a peroxidase apresenta uma tendência a 289 

reduzir sua atividade, assim como para a catalase em 10%. Sabendo que a catalase e a 290 

peroxidase possuem funções semelhantes na remoção de peroxido de hidrogênio (Weir et 291 

al., 2004; Barbosa et al., 2014), observamos que nesses tratamentos, essas enzimas, não 292 

foram suficientes na remoção de radicais livres, visto que o comprimento médio da raiz e a 293 

massa seca da raiz foram afetados negativamente.   294 

As peroxidases da classe III (E.C.1.11.1.7), analisadas nesse estudo, fazem parte do 295 

grupo de enzimas que atuam na parede celular das células vegetais, responsáveis pela 296 

eliminação de radicais livres e manutenção dos níveis de peroxido de hidrogênio (H2O2). 297 

Através dessa manutenção dos níveis desse radical, podem interferir na arquitetura da parede 298 

celular, tornando mais rígida ou flexível (Passardi et al., 2005). Como identificado em Allium 299 

cepa L. por Cordoba-Pedregosa et al., (2003), em que os níveis do H2O2 estavam diretamente 300 

ligados com a lignificação e crescimento dos tecidos na plântula.  301 

Assim, podemos inferir que a presença dos aleloquímicos do extrato aquoso de B. 302 

forficata podem ter alterado a formação dos níveis de peroxido de hidrogênio nas células da 303 

raiz das plântulas de P. vulgaris, prejudicando o crescimento da raiz (Fig. 2 A), visto que as 304 

enzimas peroxidase (POD) e catalase (CAT), não foram suficientes para reduzir os níveis de 305 

peróxido de hidrogênio até um ponto em que eles pudessem atuar como sinalizadores 306 

promovendo o afrouxamento da parede celular.  307 

O processo de afrouxamento das paredes celulares ocorre mediante a atividade da 308 

peroxidase, que por sua vez, gera o radical hidroxila através do ciclo hidroxílico, responsável 309 
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pela quebra das ligações covalentes entre os polissacarídeos de parede celular (Francoz et 310 

al., 2015).  311 

Semelhante a esses resultados, Bohm et al. (2006) verificaram que soluções mais 312 

concentradas do composto fenólico Juglone, isolados de nozes, inibiram o crescimento da 313 

raiz, bem como, a atividade da peroxidase em plântulas de Glycine max sendo essa inibição 314 

do crescimento relacionada à elevação nos níveis do peróxido de hidrogênio na região 315 

meristemática.  316 

A baixa atividade da enzima catalase (CAT) na raiz dos tratamentos 0% e 2.5% pode 317 

indicar que a peroxidase (POD) (Fig. 4 C, D) seja suficiente na remoção dos níveis de 318 

peroxido de hidrogênio, no entanto com um aumento das proporções dos extratos, a atividade 319 

da catalase é aumentada, sugerindo assim, uma provável resposta as fitotoxinas presentes 320 

nos extratos de maiores proporções.       321 

Conclusão  322 

Os extratos aquosos das folhas de Bauhinia forficata apresentam atividade 323 

alelopática, inibindo o sistema enzimático antioxidativo, ocasionando danos de membrana 324 

(MDA), acarretando a diminuição do comprimento das plântulas, devido ao estresse gerado 325 

durante o desenvolvimento e crescimento das plântulas de Phaseolus vulgaris.  326 
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