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RESUMO

Os Sistemas Agroflorestais (SAFs) séo alternativas sustentaveis de producao, por meio
do consércio de espécies arbdreas e culturas agricolas, sendo importantes estudos que
investiguem a viabilidade desses consorcios. Assim, nNosso objetivo consistiu em
analisar, em ambiente laboratorial, a atividade alelopética de Libidibia ferrea (Mart. ex
Tul.) L.P.Queiroz na germinacéo e no desenvolvimento inicial do milho (Zea mays L.),
bem como verificar a atividade alelopatica das folhas da L. ferrea nha emergéncia do
milho, em condi¢des de casa de vegetacdo. Além disso, foram analisados a atividade da
enzima peroxidase e os aspectos anatdmicos das raizes, com o intuito de verificar a
possivel associacdo dessas espécies em SAFs. Para avaliar o efeito alelopatico na
germinacdo do milho em laboratério, foram considerados parametros como:
porcentagem, indice de velocidade, tempo meédio e frequéncia de germinacdo das
sementes de milho, expostas a diferentes propor¢des do extrato aquoso das folhas secas
de L. ferrea. Quanto ao desenvolvimento inicial, foram analisados a massa seca e 0
comprimento médio de raizes e partes aéreas das plantulas de milho. Para o teste de
emergéncia em casa de vegetacdo, os tratamentos foram compostos por diferentes
proporcdes de cobertura do solo com p6 de folhas secas de L. ferrea, coletadas aos 15,
30 e 45 dias, apds a semeadura, sendo avaliados quanto a emergéncia: porcentagem,
tempo médio e indice de velocidade. No teste de desenvolvimento inicial em casa de
vegetacdo, foram utilizadas plantulas coletadas apds 15 dias da semeadura, sendo
avaliados a massa seca de parte aérea, massa seca de raiz, comprimento médio de
parte aérea e comprimento médio de raiz. Além disso, foi quantificada a atividade da
enzima peroxidase e a anatomia das raizes das plantulas coletadas nos diferentes
periodos, visando avaliar o estresse oxidativo e possiveis danos estruturais nos tecidos
radiculares. No laboratério, o extrato aquoso das folhas de L. ferrea ndo influenciou as
variaveis de germinagdo do milho, porém, causou inibicdo do comprimento médio das
raizes. Em casa de vegetacdo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos para as variaveis avaliadas na emergéncia e crescimento inicial das
plantulas de milho. Houve uma diminuicdo da atividade da peroxidase nos tratamentos
com o po de folhas secas de L. ferrea, indicando, possivelmente, uma reducédo e controle
dos radicais livres, 0 que amenizou o estresse e permitiu o desenvolvimento normal das
plantas. A caracterizacdo anatémica das raizes ndo revelou danos estruturais aparentes
na presenca dos aleloquimicos presentes no po das folhas de L. ferrea. Apesar do efeito
alelopético prejudicial observado em laboratério, o extrato ndo afetou o desenvolvimento
das plantulas de milho em casa de vegetacdo. Sendo assim, sugerimos que 0 consorcio
entre as espécies em Sistemas Agroflorestais € viavel.

Palavras-chave: alelopatia, emergéncia, estresse oxidativo, enzimas antioxidantes,
anatomia, Sistema agroflorestal.



ABSTRACT

Agroforestry Systems (SAFs) are sustainable production alternatives, through a consortium of
tree species and agricultural crops, and studies that investigate the viability of these consortia
are important. Thus, our objective was to analyze, in a laboratory environment, the allelopathic
activity of Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz in the germination and initial
development of corn (Zea mays L.), as well as verify the allelopathic activity of the
leaves of L. ferrea in corn emergence, under greenhouse conditions. Furthermore, the
activity of the peroxidase enzyme and the anatomical aspects of the roots were
analyzed, with the aim of verifying the possible association of these species in SAFs.
To evaluate the allelopathic effect on corn germination in the laboratory, parameters
such as: percentage, speed index, average time and frequency of germination of corn
seeds were considered, exposed to different proportions of the aqueous extract of dry
leaves of L. ferrea. Regarding initial development, the dry mass and average length of
roots and aerial parts of corn seedlings were analyzed. For the emergency test in a
greenhouse, the treatments were composed of different proportions of soil coverage
with dry L. ferrea leaf powder, collected at 15, 30 and 45 days, after sowing, being
evaluated for emergence: percentage, average time and speed index. In the initial
development test in a greenhouse, seedlings collected after 15 days of sowing were
used, and the dry mass of the shoot, dry mass of the root, average length of the shoot
and average length of the root were evaluated. Furthermore, the activity of the
peroxidase enzyme and the anatomy of the roots of seedlings collected in different
periods were quantified, aiming to evaluate oxidative stress and possible structural
damage to root tissues. In the laboratory, the aqueous extract of L. ferrea leaves did
not influence the corn germination variables, however, it caused inhibition of the
average root length. In a greenhouse, no statistical differences were observed between
treatments for the variables evaluated in the emergence and initial growth of corn
seedlings. There was a decrease in peroxidase activity in treatments with dry L. ferrea
leaf powder, possibly indicating a reduction and control of free radicals, which
alleviated stress and allowed normal plant development. The anatomical
characterization of the roots did not reveal apparent structural damage in the presence
of allelochemicals present in the powder of L. ferrea leaves. Despite the harmful
allelopathic effect observed in the laboratory, the extract did not affect the development
of corn seedlings in the greenhouse. Therefore, we suggest that consortium between
species in Agroforestry Systems is viable.

Keywords: allelopathy, emergence, oxidative stress, antioxidant enzymes, anatomy,
Agroforestry system.
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GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO INICIAL DO MILHO
SUBMETIDO A EXTRATOS DE FOLHAS SECAS DE Libidibia ferrea
(MART. EX TUL.) L.P.QUEIROZ

Resumo

As agroflorestas sdo alternativas de producéo sustentavel, porém, para o sucesso da produtividade, as espécies consorciadas
ndo devem apresentar alelopatia negativa. O objetivo deste trabalho foi analisar a atividade alelopatica de folhas secas de
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Quieroz na germinagao, frequéncia relativa e desenvolvimento inicial do milho (Zea mays
L.), investigando a possibilidade de consércio dessas espécies dentro de uma agrofloresta. Folhas secas de L. ferrea foram
trituradas e em agua destilada filtradas nas concentracdes de 0, 2,5, 5, 7,5 e 10% p/v. As cinco concentracdes foram utilizadas
para os experimentos de germinacgdo das sementes e de desenvolvimento inicial das plantulas de milho. Sementes e plantulas
de milho foram colocadas em papel Germitest® e acondicionadas em cdmara de germinagdo tipo BOD na temperatura de
25°C+2 e em fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. As variaveis de porcentagem, tempo médio, indice de velocidade e
frequéncia de germinacéo ndo foram afetadas pelos extratos de L. ferrea em nenhuma concentragdo testada. J& a variavel
comprimento médio de raiz do desenvolvimento inicial foi inibida. Em geral, os testes de germinagdo sdo menos sensiveis aos
aleloquimicos, quando comparados aos de desenvolvimento das plantulas, principalmente com relagdo a raiz, o 6rgdo com
maior capacidade de absorcédo da planta. Os experimentos realizados sugerem que o consorcio entre L. ferrea e milho pode néo
ser vidvel em Sistemas Agroflorestais, servindo como estimulo para futuras investigacfes a campo ou em casas de vegetagao.

Palavras-chave: agricultura familiar, alelopatia, sistemas agroflorestais, sustentabilidade.

GERMINATION AND INICIAL DEVELOPMENT OF MAIZE SUBJECTED TO DRY LEAF
EXTRACTS OF Libidibia ferrea (MART. EX TUL.) L.P.QUEIROZ

Abstract

Agroforests are sustainable production alternatives, however, for productivity to be successful, the intercropped species must
not present negative allelopathy. The objective of this work was to analyze the allelopathic activity of dry leaves of Libidibia
ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Quieroz on the germination, relative frequency and initial development of corn, investigating the
possibility of consortium of these species within an agroforest. Dried leaves of L. ferrea were crushed and filtered in distilled
water at concentrations of 0, 2.5, 5, 7.5 and 10% w/v. The five concentrations were used for the seed germination experiments
and the initial development of corn seedlings. Corn seeds and seedlings were placed on Germitest® paper and placed in a BOD-
type germination chamber at a temperature of 25°C+2 and a 12-hour photoperiod for 7 days. The variables of percentage,
average time, germination speed index and frequency Germination rates were not significantly affected by L. ferrea extracts at
any concentration tested. The variable average root length of initial development was inhibited. In general, germination tests
are less sensitive to allelochemicals when compared to seedling development tests, especially in root tests, the organ with the
greatest absorption capacity of the plant. The experiments carried out suggest that the consortium between L. ferrea and corn
may not be viable in Agroforestry Systems, serving as a stimulus for future investigations in the field or in greenhouses.
Keywords: family farming, allelopathy, agroforestry systems, sustainability.

INTRODUCAO

A intensa utilizagdo de insumos agricolas traz riscos a saide dos consumidores, trabalhadores rurais e ao
meio ambiente, incluindo o uso indiscriminado desses produtos quimicos até mesmo em terras indigenas (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018). Nesse sentido, os efeitos da exposi¢ao cronica aos agrotoxicos ou defensivos agricolas
vém sendo estudados e, j& se sabe que estdo relacionados a doengas como Alzheimer, Parkinson e cancer
(VASCONCELLOS et al., 2020). Ao avaliar esses riscos, Cembranel et al. (2017) observaram contaminacéao pelo
inseticida organofosforado no lago localizado na cidade de Cascavel - PR, cidade que possui intensa atividade
agricola.

Os Sistemas Agroflorestais (SAFs) sdo uma alternativa sustentavel de producéo agricola, além de serem
uma tradicéo milenar de praticas produtivas ao redor do mundo, implementados desde as comunidades tradicionais
e sendo o sustento de aproximadamente um sexto da populacdo mundial (MICCOLIS et al., 2016). Os SAFs
constituem uma alternativa importante de producéo sustentavel, principalmente para os pequenos produtores, por
meio do consorcio de espécies arboreas nativas e culturas de importancia agricola, bem como espécies frutiferas,
ornamentais e industriais, fortalecendo fatores ecossistémicos, sociais e econdmicos (NASCIMENTO et al., 2019;
PADOVAN et al., 2022). Dentre as vantagens dos SAFs estdo a recuperacao de areas degradadas e da fertilidade
dos solos, conservacdo da biodiversidade, diminuicdo do desmatamento e da utilizagcdo de insumos agricolas



(CIFLORESTAS, 2017). Outro ponto positivo é a obtencdo de renda, devido a diversificacdo de produtos, pois
sdo sistemas de produgdo que podem unir atividades agricolas, pecuarias e florestais em uma so area produtiva
(CAMARGO et al., 2019).

Existem diversas espécies vegetais inseridas nos SAFs, pertencentes a diferentes familias botanicas e
grupos sucessionais, ocasionando interagdes arvore-cultura, que podem ser prejudiciais ou benéficas, sendo que,
o equilibrio entre esses efeitos ira determinar o sucesso da producdo desses sistemas (BASAVARAJU;
GURURAUJA, 2000). Visando conhecer as interagdes fisioldgicas das plantas, Molisch em 1937, definiu a interagdo
chamada de alelopatia, como a capacidade das plantas e microrganismos de produzir aleloquimicos que, quando
liberados, podem interferir em outras plantas ao redor, estimulando ou prejudicando o crescimento e
desenvolvimento (HARUN et al., 2014).

Libidibia ferrea Mart. ex Tul. L.P. Queiroz é uma espécie arbérea nativa, caducifélia, popularmente
conhecida como pau-ferro. Pertence a familia Fabaceae e é tipica da Caatinga, ocorrendo também nos biomas
Cerrado e Mata Atlantica, e considerada viavel para compor SAFs, devido seu potencial para enriquecimento dos
solos, podendo ser utilizada também na recuperagao de areas (MACHADO, 2018). Economicamente, é empregada
como ornamental, para extracdo de madeira e suas vagens podem servir como alimento para animais da pecuaria
(MACHADO et al, 2012). Os compostos alelopéticos do extrato de L. ferrea e seus efeitos na germinagéo e
crescimento de diversas espécies ja foram reportados na literatura (OLIVEIRA et al., 2012; LEANDRO et al.,
2019; MENESES et al., 2019; ALVES et al., 2023).

O milho (Zea mays L.) também pode ser utilizado em SAF, visto que possui alta adaptabilidade e devido
suas qualidades nutricionais, é utilizado para alimentacdo humana e animal (MIRANDA, 2018). Ainda, esta
espécie de Poaceae pode ser incluida nas entrelinhas das arvores nos SAFs, pois é uma planta de facil cultivo, com
ciclo de vida curto e bem conhecida pelos agricultores (DIDONET, 2014; OLIVEIRA et al., 2016).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi verificar a atividade alelopéatica da espécie L. ferrea na germinacao
e o desenvolvimento inicial do milho em laboratério, investigando a possibilidade de consorcio entre as duas
espécies dentro de um Sistema Agroflorestal.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual do
Oeste do Parand — UNIOESTE no campus de Cascavel. No periodo de 2022 a 2023.

As folhas de L. ferrea foram coletadas no Parque Ecoldgico Paulo Gorski sob as coordenadas
24°95'72.51"S 53°43'34.15"W no més de julho de 2022. As exsicatas foram depositadas no Herbario UNOP,
campus Cascavel, sob registro UNOP/11310. As folhas foram colocadas em estufa de circulacdo forcada na
temperatura de 40 °C, até que 0 peso se mantivesse constante. Apds esse processo as folhas secas foram trituradas
em moinho de faca tipo Willey™ e o p6 gerado foi armazenado em recipiente de vidro ao abrigo de luz e em
temperatura ambiente, como na metodologia proposta por Mouréo e Souza Filho (2010).

Preparacéo dos extratos

A avaliacdo do potencial alelopético se deu por meio da preparacdo dos extratos com o pé das folhas
secas de L. ferrea e 4gua destilada, sendo realizados 5 concentracdes diferentes de 2,5;5;7,5 e 10% p/v, sendo agua
destilada sua concentragdo de 0% (controle). Os extratos ficaram em repouso por 4 horas ao abrigo de luz, como
na metodologia de Perez et al. (1999), e em seguida, foram filtrados com o auxilio do filtro de pano.

Teste de germinagéo

Para o teste de germinacéo, foram colocadas 50 sementes de milho para germinar em trés folhas de papel
Germitest®, previamente autoclavadas, sendo que 2 delas ficaram na parte inferior e uma folha cobrindo as
sementes. Foram realizados 5 tratamentos com 4 repeticGes cada, e as folhas foram umedecidas com o0s extratos e
agua destilada para o controle, referente a cada tratamento, na proporgéo de 2,5 vezes o peso do papel seco. Em
seguida, foram feitos rolos com as folhas, e as mesmas, colocadas em sacolas plasticas, as quais foram
acondicionadas em camara de germinacao tipo B.O.D com fotoperiodo de 12 horas e temperatura controlada de
25+2 °C (Brasil, 2009). A contagem das sementes germinadas foi realizada diariamente até o 7° dia, e as sementes
consideradas germinadas foram as que apresentaram comprimento de raiz primaria igual ou superior a 2mm
(Hadas, 1977).

As variaveis analisadas foram porcentagem de germinacgéo (PG%), tempo médio de germinagdo (TMG)
segundo Edmond e Drapala (1958), indice de velocidade de germinacédo (IVG) conforme Silva e Nakagawa (1995)
e frequéncia de germinacéo, segundo Labouriau e Valadares (1976).
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Desenvolvimento inicial

Nesse experimento foram colocadas 500 sementes de milho para germinar em papel Germitest®
umedecido apenas com agua destilada. Apos trés dias em B.O.D, metade das plantulas foram transferidas para
novos rolos de papel Germitest® previamente autoclavados, umedecidos (2,5 vezes o peso do papel seco) com
agua destilada ou com os extratos aquosos de folhas secas de L. ferrea conforme as concentragdes citadas
anteriormente. Foram realizadas 5 concentracfes com 4 repeticdes cada, sendo que em cada repeticdo havia 10
plantulas.

Os rolos foram colocados em recipientes de plastico, e no fundo deles, havia a mesma quantidade de agua
e extrato utilizada para umedecer o Germitest®, que foram renovados a cada 3 dias para que fosse evitado a
oxidacdo dos extratos, sendo importante que houvesse duas trocas até o 7° dia. Os recipientes foram mantidos em
B.O.D na temperatura de 252 °C e em fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias. Ap0s os sete dias, foram feitas as
medicOes de comprimento médio e peso seco de raiz e parte aérea.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e, havendo diferencas significativas entre os tratamentos, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa
RStudio 4.3.0. (R Core team, 2013)

RESULTADOS

N&o houveram diferengas entre as concentracfes dos extratos nas varidveis investigadas para a
germinacdo das sementes de milho.

Tabela 1. Porcentagem de germinacéo (PG (%)), Tempo Médio de Germinagao (sementes /dia) (TMG), indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG) de sementes de milho submetidas a agua e ao extrato aquoso de Libidibia ferrea
nas concentracdes de 0; 2,5; 5; 7,5 e 10% (p/v).

Table 1. Germination percentage (PG (%)), Average Germination Time (seeds/day) (TMG), Germination Speed

Index (IVG) of maize seeds subjected to water and aqueous extract of Libidibia ferrea at concentrations from 0;
2.5;5; 7.5 and 10% (w/v).

Concentragéo PG (%) TMG (sementes/dia) IVG
0% 89 2.20 21.15
2,5% 90 2.34 20.62
5% 86 2.22 20.23
7,5% 88 2.29 20.10
10% 91 2.39 20.44
CV% 431 4.65 4.29

Valores acompanhados de letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A distribui¢do temporal da germinacéo foi similar entre as diferentes concentrag¢des do extrato (Fig. 1).
No segundo dia, uma média de 79% das sementes germinou em todas as concentracBes de extrato testadas (Fig.
1).
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Figura 1. Frequéncia relativa da germinagdo de sementes de milho submetidas as diferentes proporcoes
do extrato aquoso do pé das folhas secas de Libidibia ferrea. T1 - 0%, T2 - 2,5%, T3 - 5%, T4 - 7,5%, T5 - 10%
p/iv.

Figure 1. Relative frequency of germination of maize seeds subjected to different proportions of the
aqueous extracts of dry Libidibia ferrea leaf powder. T1 - 0%, T2 - 2.5%, T3 - 5%, T4 - 7.5%, T5 - 10% wi/v.

Com relagéo ao comprimento da raiz, o extrato de L. ferrea causou uma diminui¢do no crescimento desde
a primeira concentracdo. Ja na parte aérea e nas massas secas da raiz, este efeito néo foi observado.

Tabela 2. Comprimento Médio da Parte Aérea (CMPA/cm), Comprimento Médio da Raiz (CMR/cm),
Massa Seca da Parte Aérea (MSPA/mg) e Massa Seca da Raiz (MSR/mg) de plantulas de milho submetidas a agua
e ao extrato aquoso de Libidibia ferrea nas concentracdes de 0; 2,5; 5; 7,5 e 10% (p/v).

Table 2. Average Shoot Length (CMPA/cm), Average Root Length (CMR/cm), Aerial Part Dry Mass

(MSPA/mg) and Root Dry Mass (MSR/mg) of maize seedlings subjected to water and aqueous extract of Libidibia
ferrea at concentrations of 0; 2.5; 5; 7.5 and 10% (w/v).

Concentracao CMPA CMR MSPA MSR

0% 221 275a 0.272 0.217

2,5% 20.0 136D 0.276 0.217
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5% 20.7 12.1 bc 0.314 0.206
7,5% 19 10.0 cd 0.287 0.225
10% 18.2 8.4d 0.311 0.191

CV% 10.65 8.37 13.87 13.5

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

DISCUSSAO

Apesar dos extratos de L. ferrea ndo apresentarem a germinacdo do milho (Tabela 1), os mesmos
prejudicaram a emergéncia e o processo de estabelecimento inicial das plantulas de milho. Esses efeitos negativos
podem ter sido gerados pela presenca de alcaloides, saponinas, compostos fenolicos, taninos, flavonoides,
antraquinonas e flavononas, demonstrados por Alves et al. (2023). E importante ressaltar que, mesmo que algumas
espécies vegetais sejam capazes de produzir e liberar substancias alelopaticas, nem sempre sera possivel detectar
a sua atividade na planta receptora, em razdo de fatores como a resisténcia das sementes da espécie receptora e a
baixa concentracéo dos aleloquimicos nos extratos (SILVA & AQUILA, 2006; TAIZ & ZEIGER, 2010).

Além disso, a atividade dos compostos aleloquimicos também pode ser influenciada pela alteracdo de
suas propriedades bioldgicas, como consequéncia da forma de obtencdo dos extratos, da fonte dos extratos e até
mesmo das condicdes climaticas a qual eles estdo expostos, influenciando assim na atividade dos principios ativos
e nas respostas das plantas submetidas a eles (REICHEL et al., 2013). Oliveira et al. (2012), avaliaram o0
potencial alelopético de extratos de diferentes drgdos de L. ferrea na germinacdo de sementes de alface, utilizando
métodos diferentes de extragdo, com extratos obtidos a 100°C, e observaram que 0S mesmos inibiram
significativamente a germinacéo, o que possivelmente se deu a maior disponibilidade dos aleloquimicos na solugao
(FRASSON et al., 2003). Confirmando que h& mudancas das propriedades biol6gicas em razdo do método de
obtencdo dos extratos, mesmo que a utilizacio de extratos quentes nos testes de germinacdo ndo seja a técnica
mais recomendada, uma vez que apresentam pouca relevancia ecolégica (Ferreira & Aquila 2000).

Com relagdo a distribuicdo do processo germinativo observado nos gréficos de frequéncia relativa, os
extratos também ndo influenciaram a distribui¢do do processo germinativo (Figura 1). O mesmo foi verificado no
trabalho de Luz et al. (2022), ao testar os extratos, da também Fabaceae, Inga marginata W., sendo observado que
0s extratos ndo interferiram na germinacdo no milho e, tanto a testemunha quanto os demais tratamentos
apresentaram distribuicdo unimodal de germinagéo com pico no segundo dia de avaliacdo. De acordo com Ferreira
e Aquila (2000), em geral, os testes de germinacdo sdo menos sensiveis aos compostos alelopaticos presentes nos
extratos das espécies estudadas do que aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantulas, como a massa e
comprimento de raiz e parte aérea.

Os resultados obtidos pelo teste de desenvolvimento inicial das sementes de milho, submetidas aos
diferentes extratos de L. ferrea (Tabela 2), foram semelhantes aos observados por Leandro et al. (2019) que
analisaram extratos de diferentes 6rgdos de L. ferrea sobre o desenvolvimento Cenchrus echinatus L., e
verificaram que, principalmente os extratos quentes das folhas secas inibiram significativamente as raizes da
espécie analisada. Esses resultados também corroboram com os obtidos por Taveira et al. (2022), que analisaram
a atividade alelopética da espécie Albizia niopoides (Spruce ex Benth.) Burkart, também pertencente a familia
Fabaceae, e verificaram que os extratos aquosos de folhas secas interferiram negativamente na massa seca da raiz
do milho. Kokila et al. (2013) analisaram a composicéo fitoquimica das folhas de espécies do género Albizia, e
encontraram metabdlitos secundarios, como saponinas, alcaloides e flavonoides, sendo esses alguns dos
encontrados nos extratos de L. ferrea.

A reducdo do crescimento radicular observada no presente trabalho pode ser consequéncia de diversos
fatores, como o fato das raizes estarem em contato direto com a solugdo do substrato durante o desenvolvimento
da planta (CHUNG et al., 2001, ANDRADE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015). Além disso, devido a sua maior
capacidade de absorcdo, as raizes podem absorver substancias alelopaticas em quantidades suficientes para inibir
seu crescimento (MISHRA, 2015). Embora os extratos tenham influenciado o comprimento das raizes, ndo se
observaram disparidades na massa seca deste 6rgdo (Tabela 2). Conforme apontado por Silva e Aquila (2006), os
aleloguimicos podem provocar mudancas na morfologia das plantulas, resultando em maior ramificagdo de raizes
e densidade de pelos, ou mesmo espessamento das raizes. Essas alteraces podem ter contribuido para a
manutencéo da similaridade nos dados de massa seca, apesar da reducdo no comprimento das raizes.
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Avaliar o desenvolvimento dos 6rgdos vegetais possui grande relevancia ecolégica, pois a inibicdo do
crescimento do sistema radicular compromete o sucesso da produtividade da cultura, podendo ocasionar a reducdo
da pressdo competitiva dessa planta, favorecendo o crescimento de espécies vizinhas e, permitindo o
estabelecimento de plantas invasoras (FORMAGIO et al., 2010). E essencial estudar os efeitos que uma planta
pode ter sobre outra para o sucesso dos agrossistemas. Caporal e Costabeber (2004), na 6tica da agroecologia,
definem a sustentabilidade como a capacidade dos agroecossistemas de manter a produtividade ao longo do tempo,
ambiental e socialmente. A agricultura sustentavel, quando praticada com as formas de manejo corretas e espécies
adequadas sendo consorciadas, contribui para esse desenvolvimento, gerando protecdo da biodiversidade
(CORDEIRO et al., 2018; TSUFAC et al., 2021).

CONCLUSOES

e Os extratos de folhas secas de L. ferrea nao interferiram nas variaveis de germinacgao das sementes de
milho.

o O extrato foliar inibiu o comprimento médio da raiz, enquanto a parte aérea ndo foi afetada.

e  Os experimentos realizados em laborat6rio sugerem que o consorcio entre as duas espécies pode ndo ser
viavel em Sistemas Agroflorestais, necessitando de futuras investigacdes em casa de vegetacdo ou no
campo.
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RAIZ DO MILHO
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Efeito alelopético de folhas secas de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz sobre a
emergéncia, atividade da peroxidase e anatomia de raiz do milho
Resumo

Os Sistemas Agroflorestais buscam o cultivo combinado de arvores e culturas agricolas,
exigindo investigacOes sobre a influéncia mutua para preservar a produtividade. Este estudo
investigou a atividade alelopatica do p6 de folhas secas da Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.
Queiroz na emergéncia do milho em casa de vegetacao, além de examinar a atividade da enzima
peroxidase e a anatomia das raizes de plantulas de milho. Foram estabelecidos trés tratamentos:
vasos apenas com substrato, substrato com 5,57¢g e substrato com 11,15g do p6 das folhas. Apds
regas com agua a cada 72 horas durante 60 dias, as sementes de milho foram adicionadas e a
emergéncia das sementes foi avaliada por 15 dias, medindo porcentagem, tempo médio e indice
de velocidade de emergéncia. Plantulas foram coletadas apds 15, 30 e 45 dias da semeadura
para analise da atividade da peroxidase e anatomia das raizes. Ndo houve diferencas
significativas na emergéncia das plantulas de milho. A atividade da peroxidase diminuiu, e 0
desenvolvimento das plantas, e as raizes do milho ndo foram estruturalmente prejudicadas pela
presenca dos aleloquimicos de L. ferrea. Esses resultados sugerem a possibilidade de
associagao entre L. ferrea e milho em Sistemas Agroflorestais.

Palavras chave: agroecologia; alelopatia; caracterizagdo anatdmica; estresse oxidativo;
Sistemas Agroflorestais.

Abstract

Agroforestry Systems seek the combined cultivation of trees and agricultural crops, requiring
investigations into their mutual influence to preserve productivity. This study investigated the
allelopathic activity of dry leaf powder of Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz in the
emergence of corn in a greenhouse, in addition to examining the activity of the peroxidase
enzyme and the anatomy of corn roots. Three treatments were established: pots with substrate
only, substrate with 5.57g and substrate with 11.15¢g of leaf powder. After watering every 72
hours for 60 days, corn seeds were added and seed emergence was evaluated for 15 days,
measuring percentage, average time and emergence speed index. Seedlings were collected 15,
30 and 45 days after sowing to analyze peroxidase activity and root anatomy. There were no
significant differences in the emergence of corn seedlings. Peroxidase activity decreased, and
plant development and corn roots were not structurally impaired by the presence of L. ferrea
allelochemicals. These results suggest the possibility of an association between L. ferrea and
corn in Agroforestry Systems.

Keywords: agroecology; allelopathy; anatomical characterization; oxidative stress;
Agroforestry Systems.

INTRODUCAO

Os sistemas agroflorestais (SAFs) sdo abordagens alternativas que promovem o
consarcio de espécies arboreas e culturas agricolas, proporcionando uma interagdo econémica
e sustentavel (Duboc, 2014). Os agricultores familiares vém aderindo a essas praticas

sustentaveis de producéo, principalmente pela preocupacdo com a seguranca alimentar, a qual
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é garantida nesses sistemas pela producdo de diversos tipos de alimentos em uma s area
(Miccolis et al., 2017; Martinelli et al., 2019).

Para manter a sustentabilidade dos SAFs € importante que as espécies arbdreas
escolhidas sejam nativas, e, para o sucesso da producdo final das culturas, € necessario
conhecimento das espécies associadas nesses sistemas, bem como as interagdes fisioldgicas
estabelecidas entre as plantas coexistentes no mesmo ambiente (Silva et al., 2021). Dentre
interacdes conhecidas esta a alelopatia, termo que segundo Rice (1984) foi cunhado por Molisch
em 1937 e, compreende a liberacdo de aleloquimicos no ambiente pelas plantas, interagindo
com outros organismos presentes, podendo inibir ou estimular seu crescimento e
desenvolvimento (Duke, 2010).

Os aleloquimicos apresentam mecanismos de acédo seletivos na planta receptora, dentre
eles a inducdo do estresse oxidativo e a proliferacdo de radicais livres, 0s quais ja ocorrem
normalmente nas organelas em consequéncia da respiracao e fotossintese (Coelho et al., 2017).
Porém, na presenca dos aleloquimicos, alguns radicais livres, denominados espécies reativas de
oxigénio (EROs), se tornam abundantes e podem ocasionar danos celulares e comprometer o
desenvolvimento da planta (Yan et al., 2015; Zhu et al., 2021).

Como meio de defesa a esse estresse, as plantas possuem um sistema antioxidante para
regular os niveis de radicais livres, através do aumento na sintese das enzimas, entre elas a
peroxidase (POD) (Saldanha, 2013; Fernandes et al., 2013). A POD localiza-se na parede
celular, atuando no alongamento celular e na regulacdo dos niveis do peréxido de hidrogénio
(H202), proliferado pelo acimulo de EROs (Passardi et al., 2005; Barbosa et al., 2014). O
peroxido de hidrogénio € um componente necessario para a homeostase da planta, estando
envolvido em processos de aclimatagéo e defesa, mas, em grandes quantidades, pode levar a
uma reacao em cadeia com o acumulo de lipideos peroxidados, causando danos a membranas
celulares (Bienert et al., 2006; Yin et al., 2010).

Os compostos aleloquimicos também podem ocasionar danos estruturais no corpo
vegetal, sendo o sistema radicular uma das estruturas que mais expressa alteracdes fisioldgicas
causadas pela acdo dos alelogquimicos, por meio de modificacfes morfoldgicas e anatdbmicas
(Dahiya et al., 2017). Dentre os efeitos morfoldgicos mais comuns estdo a necrose da raiz, a
descoloracdo e auséncia dos pelos radiculares, proporcionando maior fragilidade as raizes
(Ferreira & Aquila, 2000; Yamagushi et al., 2011; Bhadoria, 2011). As alteracdes anatdmicas

estdo principalmente relacionadas a regido do apice radicular, envolvendo reducdo do nimero
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de camadas da coifa, desorganizacdo celular, reducdo de divisdes mitoticas dos tecidos
meristematicos, alteracdo no formato do nucleo e vacuolizacdo celular (Soni & Koce, 2021).
Apesar da relevancia para a compreensao dos mecanismos de acdo dos aleloquimicos, Kremer
et al. (2020) apontam a escassez de trabalhos a respeito das alteraces anatdbmicas decorrentes
dos efeitos dos metabdlitos secundarios nas plantas afetadas.

Espécies da familia Fabaceae costumam ser consideradas para composicéo dos Sistemas
Agroflorestais, devido a caracteristicas como a nodulacdo para fixacdo de nitrogénio, e a
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Quieroz é uma delas (Chaer et al., 2011; Gées et al., 2015).
Conhecida popularmente como pau-ferro, € uma arborea endémica da flora brasileira,
ocorrendo nos biomas Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga (Flora do Brasil, 2022). Possui
potencial para enriquecimento do solo, por meio da deposicao da serapilheira, uma vez que é
caducifolia, e apresenta relevancia econdmica por ser ornamental, fitoterapica e seu tronco ser
utilizado para madeira, qualidades que a tornam propicia para compor os SAFs (Machado et
al., 2012; Pott, 1993; Chacel, 2018).

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae e é cultivado em climas tropicais,
subtropicais e temperados para alimentacdo humana e animal em razdo de suas qualidades
nutricionais (Barros & Calado, 2014). Estudos de Scheer et al. (2022), que analisaram o
desempenho de duas cultivares de milho para a producdo de sementes em SAFs, verificaram
que essas sementes apresentaram uma maior emergéncia e uniformidade de germinacdo das
plantas, e consequentemente, um maior vigor, quando comparadas as oriundas da area
tradicional, indicando que os SAFs possuem potencial produtivo para essa espécie.

Tendo em vista a necessidade do manejo adequado dos Sistemas agroflorestais, com
escolha de espécies que ndo possuam capacidade alelopatica negativa, evitando assim possivel
reducdo da produtividade (Alves et al., 2022), o objetivo do trabalho foi analisar a atividade
alelopatica das folhas da Libidibia ferrea na emergéncia do milho em casa de vegetacdo, através
da analise da atividade da enzima peroxidase e da caracterizacdo anatémica das raizes,
buscando identificar a possibilidade de associacdo de ambas as espécies em Sistemas
Agroflorestais.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em Casa de Vegetacdo e nos Laboratorios de

Anatomia e Morfologia de Plantas (LAMP) e de Fisiologia Vegetal (LAFEV) da Universidade

Estadual do Oeste do Parana, Campus de Cascavel, Parana, no periodo de 2022 a 2024.
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As folhas de L. ferrea foram coletadas no Parque Ecoldgico Paulo Gorski (24°95'72.51"s
53°43'34.15"W). As exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNOP), campus Cascavel, sob registro UNOP/11310.

As folhas foram acondicionadas em estufa de circulacédo de ar for¢cado na temperatura
de 40° C, até que o peso se estabilizasse e fosse ideal para a secagem das folhas. Apds esse
processo, as folhas secas foram trituradas em moinho de faca tipo Willey™ e o p6 gerado foi
acondicionado em potes de vidro ao abrigo de luz e em temperatura ambiente, como na
metodologia proposta por Mouréo Junior & Souza Filho (2010).

As sementes de milho utilizadas para os bioensaios de emergéncia e crescimento inicial
foram obtidas em comércio local.

Emergéncia

Os experimentos referentes a emergéncia do milho foram realizados em casa de
vegetacdo, sendo 135 vasos plasticos do tamanho 2 com capacidade de 250 mL, preenchidos
com o substrato contendo vermiculita, e o p6 de Libidibia ferrea conforme os tratamentos. O
calculo da quantidade de p6 de Libidibia ferrea necessaria foi de acordo com a metodologia
proposta por Rizzardi et al. (2008), que permite analisar qual quantidade de p6 sera
proporcional a deposicdo de serrapilheira no ambiente natural. Os vasos utilizados nesse
experimento possuem 14 centimetros de didmetro e &rea aproximada de 154 cm2.

Foram feitos 3 tratamentos com 5 repeticOes. As repeticdes foram dispostas em blocos,
e cada repeticdo possuia 9 vasos com 3 sementes. O Tratamento 1 (T1) referia-se a vasos
contento apenas substrato (grupo controle), o Tratamento 2 (T2) vasos com substrato e 5,579
do pé de L. ferrea, e o Tratamento 3 (T3) vasos com substrato e 11,15¢g do po.

Os vasos foram mantidos sem sementes durante de 60 dias, possuindo apenas o substrato
referente a cada tratamento. Estes foram regados com agua a cada 72 horas, visando a maior
decomposic¢do do pd no substrato em T2 e T3. Além disso, ocorreu uma mistura superficial dos
substratos uma vez por semana.

Apo6s esse periodo, foram adicionadas 3 sementes de milho, submersas em uma
profundidade de 2,5 cm no substrato. As plantulas foram regadas diariamente, conforme o
calculo de trés vezes o peso do substrato seco, e avaliagdo das emergidas se deu por 15 dias,
periodo no qual a emergéncia do grupo controle se estabilizou, 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 variaveis analisadas foram porcentagem de
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emergéncia (PE), tempo médio de emergéncia (TME) segundo Edmond e Drapala (1958) e
indice de velocidade de emergéncia (IVE) segundo Silva e Nakagawa (1995).

Foram realizadas trés coletas, a primeira apés 15 dias da semeadura, a segunda apds 30
dias e a terceira apds 45 dias. As plantulas foram separadas para a caracterizacdo anatbmica
radicular do milho, e para a anélise enzimatica da Peroxidase (POD).

Desenvolvimento inicial

Plantulas com 15 dias ap06s semeadura foram aferidas quanto ao comprimento médio de
raiz e parte aérea e massa seca das folhas e raizes. Estes foram acondicionados em estufa de ar
forcado a 60°C por 72 horas e, posteriormente, pesados em balanca de preciséo.

Analise enzimatica Peroxidase (POD)

A analise da atividade enzimatica da peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foi realizada com
as amostras de plantulas do bioensaio de emergéncia em casa de vegetacao de cada tratamento,
sendo que apds 15, 30 e 45 dias, as raizes das plantulas de milho foram separadas e congeladas
em nitrogénio liquido, e em seguida, armazenadas no congelador a -19°C. Os dados de
determinacdo da atividade enzimatica, foram valores médios de ensaios realizados em triplicata.

As amostras das raizes foram maceradas e pesadas em microtubo, até atingir 0,100g. O
material vegetal foi homogeneizado em solucdo de tampdo fosfato de potassio 0.1 mol L pH
6.8. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. A quantificacdo de
proteinas totais foi realizada de acordo com Bradford (1976), para a determinacdo da atividade
especifica da enzima. Aliquotas do extrato enzimatico, preparado como descrito anteriormente,
foram apropriadamente diluidas e combinadas com o reagente de Bradford. A reacdo procedeu
por 5 minutos e a absorbancia foi determinada em espectrofotémetro a 595 nm.

A analise da atividade especifica da enzima antioxidante Peroxidase (POD) foi medida
de acordo com o descrito por Teisseire e Guy (2000), com a adi¢do do extrato bruto da enzima,
20 mmol L de pirogalol (1,2,3-benzenetriol), 50 mmol L de tampéo fosfato de potassio, pH 6,5
e peroxido de hidrogénio (H202) 5mmol L-1. A formacao de purpurogalina foi medido por um
espectrofotdmetro visivel a UV em 430nm e seu coeficiente de extingdo molar (2,5 mmol L-1
cm-1) foi utilizado para calcular a atividade especifica da enzima.

Caracterizacdo anatémica da raiz
A anatomia radicular do milho foi analisada para cada um dos tratamentos. Para isso,

apos cada coleta, 15, 30 e 45 dias, raizes de trés individuos foram fixadas em FAA 50%
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(formaldeido 37%m é&cido acético glacial e alcool etilico 50%, na razdo 1:1:18) (Johansen,
1940) e conservadas em alcool etilico 70%.

Amostras da regido apical das raizes foram desidratadas em série etilica crescente e
incluidas em historresina (Leica Historesin Embedding Kit, Nussloch, Germany) de acordo com
as orientacOes do fabricante. Foram realizadas sec¢Oes longitudinais e transversais (5 um de
espessura) com auxilio de micrétomo de rotacdo (Leica RM 2245). As sec¢des foram coradas
com azul de toluidina a 0,05% 0,1 M em tampao fosfato de sodio pH 6,8 (Ferder & O’Brien,
1964) e montadas as laminas permanentes com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). As
imagens das seccOes foram capturadas com camera digital Olympus DP041 acoplada ao
fotomicroscopio Olympus Bx70, utilizando o programa DP Controller.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento do bioensaio de emergéncia ocorreu em blocos casualizados e os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5%, e quando
houve diferenca significativa entre os tratamentos, foi realizado o teste Tukey, utilizando o
programa RStudio 4.3.0. (R Core team, 2013)

RESULTADOS E DISCUSSAO
Emergéncia em casa de vegetacéo

N&o houveram diferencas significativas entre os tratamentos para porcentagem de
emergéncia, tempo médio de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (Tabela 1).
Dessa forma, a presenca do p6 de folhas secas de L. ferrea nos substratos, ndo interferiu na
emergéncia das plantulas de milho para nenhuma variavel analisada.

Tabela 1: Porcentagem de Emergéncia (PE%), Tempo Médio de Emergéncia (TME/dias) e
indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) das plantulas de milho submetidas aos diferentes
tratamentos do p6 de Libidibia ferrea, sendo T1 - 0; T2 -5,57g e T3 —11,15g.

Tratamentos PE (%) TME (sementes/dia) IVE
0 77.2 7.68 2.87
5,579 70.4 7.28 2.77
11,159 778 7.86 3.08
CV% 20.86 13.7 25.08

Valores acompanhados de letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Os compostos alelopaticos podem ou ndo interferir na germinacéo e emergéncia das
plantulas, uma vez que s&o seletivos no seu modo de agéo e os vegetais seletivos em suas
respostas elaboradas, sendo que sua atividade depende da concentracdo liberada e da resposta
da planta aceptora (Corsato et al., 2016). Assim, os efeitos alelopaticos de um determinado
composto ndo sdo constantes e estdo diretamente relacionados com a suscetibilidade da planta
aceptora (Almeida et al., 2008; Souza et al., 2010, Chiochetta & Tischer, 2021). Nesse caso, 0
milho ndo foi suscetivel aos compostos presentes nos extratos.

Foi observado por Meneses et al. (2019), os quais testaram em laboratério o potencial
alelopatico de extratos de L. ferrrea sobre a germinacdo de sementes de alface, que os extratos
aquosos das folhas, nas concentragbes de 50%, aumentaram o indice de germinacdo de
sementes.

Ja Gomes et al. (2013), realizaram um trabalho semelhante ao avaliarem o efeito
alelopatico de Lupinus angustifolius (L.), também pertencente & familia Fabaceae, sobre a
germinacdo e o desenvolvimento do milho e concluiram que L. angustifolius possui potencial
alelopatico e o desenvolvimento das plantulas apresentou sensibilidade aos compostos. Nesse
caso, mesmo sendo da mesma familia que L. ferrea, € possivel que L. angustifolius apresente
uma composicao quimica de substancias alelopaticas diferentes, as quais o milho foi suscetivel
a sua acao.

Desenvolvimento inicial em casa de vegetacao

Com relacdo ao desenvolvimento inicial, ndo houveram diferencas entre as variaveis

analisadas (Tabela 2). Apesar de ndo interferir no crescimento das plantulas de milho, ja se sabe
que extratos foliares de L. ferra possuem compostos alelopéaticos, como alcaldides, saponinas,
compostos fenolicos e flavonoides (Alves et al. 2023).”.
Tabela 2: Comprimento Médio de Raiz (CMRA), Comprimento Médio de Parte Aérea
(CMPA), Massa Seca de Raiz (MSRA) e Massa Seca de Parte Aérea (MSPA) das plantulas de
milho com 15 dias submetidas aos diferentes tratamentos com o pé de Libidibia ferrea, sendo
T1-0;T2-557ge T3 - 11,15¢.

Tratamentos CMRA CMPA MSRA MSPA
0 23.62 19.64 0.599 0.321
5,57g 25.74 21.86 0.477 0.342

11,159 23.08 19.70 0.515 0.299
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CV% 12.63 14.3 16.76 30.21

Valores acompanhados de letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Em experimento de desenvolvimento inicial do milho submetido aos extratos de L.
ferrea em laboratdrio (Capitulo 1), foi observado diferencas no comprimento da raiz, o qual foi
inibido na presenca dos extratos. Em laboratorio, as plantas tém contato concentrado com 0s
aleloguimicos, enquanto em casa de vegetacao, o pequeno volume de fitotoxinas por vaso pode
ndo refletir o mesmo efeito (Santos et al., 2001). Além disso, em ambientes naturais, fatores
como agdo de microrganismos podem influenciar nos efeitos dos compostos do metabolismo
secundario. Dessa forma, a abordagem integrada dos dois testes permite uma compreensdo mais
completa dos efeitos alelopaticos e sua relevancia (Carvalho et al., 2016).

Morfologicamente, as raizes das plantulas ndo apresentam alteracdes visiveis quanto a
espessura das raizes, coloracdo e presenca de pelos radiculares (Figura 1). O desenvolvimento
das raizes das plantulas submetidas a presenca do pé das folhas de L. ferrea nos Tratamentos 2
e 3, ocorreu de maneira similar ao desenvolvimento das plantulas néo tratadas (Tratamento 1)

em todas as coletas.
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Figura 1: Aspectos morfoldgicos das raizes de plantulas de Zea mays (milho) submetidas a
diferentes tratamentos (T1, T2 e T3) e periodos de coleta (15, 30 e 45 dias). A-C. Tratamento
1. D-F. Tratamento 2. G-I. Tratamento 3.

Essas observacbes indicam que os tecidos, principalmente da regido da coifa,

desempenharam adequadamente suas funcdes, as quais estdo relacionadas com a protecdo do
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meristema apical da raiz, além de ser reguladora do crescimento radicular, desta forma,
quaisquer alteracdes na estrutura das células que as compdem, refletem diretamente no
desenvolvimento da raiz das plantas (Kumpf & Nowack, 2017).
Analise enzimatica POD

Apos 15 dias da semeadura, as raizes do milho submetidas a 11,59 do pé de L. ferrea
apresentaram reducdo da POD, se comparado com a testemunha e o tratamento com 5.57g do
po. Ja nas coletas com 30 e 45 dias ap6s a semeadura, a aplicacdo do pd na concentracao de
5,579 ja foi suficiente para reduzir a atividade da peroxidase em relacdo a testemunha, e esse

comportamento foi mantido para o tratamento 3 (Figura 2).

15 DIAS 30 DIAS
0,060 0,060
A 0,050 a 0,050
S 0,040 € 0,040
(] (]
T 0,030 T 0,030
e =
> 0,020 > 0,020
< 0,010 < 0,010
0,000 0,000
0 5.57g 11,15g 0 5,57¢g 11,15g
Tratamento Tratamento
45 DIAS
0,060
8 0,050
a 0,040
(]
T 0,030
©
S 0,020
< 0,010
0,000
0 5,57g 11,15¢
Tratamento

Figura 2: Atividade da enzima Peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) na raiz das plantulas de milho (Zea
mays) submetidas as concentragBes de 0 (T1), 5,579 (T2) e 11,15g (T3) do p6 das folhas secas de
Libidibia ferrea referentes as coletas com 15 dias, 30 dias e 45 dias ap6s a semeadura.

Em contrapartida, Pires et al. (2001), analisaram o efeito alelopatico do extrato aquoso
de Leucaena leucocephala, espécie da familia Fabaceae, sobre plantulas de milho, e observaram

aumento da atividade enzimatica nas doses mais elevadas do extrato de leucena, ocasionando a
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inibicdo do desenvolvimento das raizes do milho. Os autores sugerem ser uma possivel relagdo
de causa e efeito, uma vez que, em situacOes de estresse, a atividade da POD pode aumentar,
auxiliando na reparacdo de danos a parede celular e na protecdo das células vegetais contra
danos adicionais.

Algumas PODs séo expressas de forma integral, porém outras sdo induzidas em
consequéncia de estresses ambientais (Almeida et al., 2008; Barbosa et al., 2014). A POD EC
1.11.1.7, analisada no presente trabalho, pertence a classe 11l de uma familia multigénica de
peroxidases possuidoras de um grupo heme, com propriedades cataliticas, que estdo presentes
em todas as plantas terrestres e relacionadas a diversos processos fisiologicos ligados a parede
celular (Bakalovic et al., 2006; Passardi et al., 2004).

Um dos papéis dessa enzima € seu envolvimento, no alongamento das células (Passardi
et al, 2005; Rossi & Costa, 2012; Francoz et al., 2015). Além disso, as peroxidases da classe
I11 estdo envolvidas na regulacdo e alteragdo dos niveis enddgenos do horménio auxina, que
também atua no alongamento celular (Gaspar et al., 1994; Hiraga et al., 2001).

Tendo em vista que, os resultados das variaveis do desenvolvimento inicial das plantulas
de milho submetidas ao p6 de L. ferrea, ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos
(Tabela 2), sugere-se que o0 processo de alongamento celular, no qual as peroxidases testadas
estdo envolvidas, ndo sofreu consequéncias negativas na presenca dos aleloquimicos, que
provavelmente foram regulados de forma efetiva pela enzima. Dessa forma, a reducdo da
atividade da enzima peroxidase observada nas raizes das plantulas de milho (Figura 2), pode
estar relacionada com a presenca dos aleloquimicos derivados do po de L. ferrea.

Caracterizacdo anatémica da raiz

As raizes formadas ndo apresentaram diferencas quanto ao desenvolvimento e
integridade dos tecidos entre o tratamento sem o pd (T1) e os tratamentos com diferentes
concentracdes de extratos (T2 e T3) (Figura 3). Essas analises anatdmicas corroboram com o0s
dados fisiologicos ja apresentados, reforcando que a presenca dos alelogquimicos no pé das
folhas de L. ferrea ndo afetou o desenvolvimento do principal 6rgéo de absorcdo da planta.
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T1 - 15 dias

T1 - 45 dias

a

100um : b 100um R (o]

T2 - 15 dias ‘:‘ ’ ' T2 -30dias T2 - 45 dias

f

T3 - 45 dias

100pm i

Figura 3: Regido apical de raizes de Zea mays (milho) em seccdo longitudinal submetidas a
diferentes tratamentos (T1, T2 e T3) e periodos de coleta (15, 30 e 45 dias). A-C. Tratamento
1. D-F. Tratamento 2. G-I. Tratamento 3. asterisco = injUrias; co = coifa; cq = centro quiescente;
ei = espacos intercelulares; ev = elemento de vaso; mf = meristema fundamental; pc =

procambio; pd = protoderme.



295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326

34

Estudos sobre os compostos alelopéticos revelam que o sucesso ou ndo do crescimento
e desenvolvimento das espécies vegetais submetidas aos aleloquimicos, esta frequentemente
associado as estruturas dos tecidos radiculares, pois as alteracdes ocorridas nesses tecidos sdo
consideradas mudancas secundarias, refletindo as consequéncias de estresses ocorridos a nivel
celular (Ferreira & Aquila, 2000; Gniazdowska & Bogatek, 2005; Maraschin-Silva & Aquila,
2006; Pereira et al., 2017), o que no presente trabalho ndo foi observado, pois os tecidos
radiculares permaneceram integros (Figura 3).

Anatomicamente, em sec¢do longitudinal (SL), notou-se que o apice radicular no
tratamento 1 (controle) (Figura 3 a-c) e nos demais tratamentos, T2 (Figura 3 d-f) e T3 (Figura
3 g-i), ndo mostraram danos na estrutura e organizacdo das células da coifa (co), centro
quiescente (cq) e dos tecidos meristematicos, sendo esses: protoderme (pd), meristema
fundamental (mf) e procambio (pc).

Os processos de divisao celular e diferenciacdo dos tecidos ndo foram afetados pelos
extratos (Figura 3). As células dessa regido apical possuem paredes celulares delgadas e
citoplasma denso com nucleo evidente e formato circular conservado (Figura 3). Na regido do
meristema fundamental, que dara origem ao cortex radicular, observa-se a formacao de espagos
intercelulares (ei) na regido cortical (ct) (Figura 3 b, e-i), que, posteriormente irdo constituir
tecido de armazenamento de ar (aerénquima). No tecido procambial (pc), nota-se a
diferenciacéo dos tecidos vasculares, com destaque para os elementos de vaso (ev) (Figura 3 a,
d, g-h). Algumas injurias observadas e destacadas com asterisco foram ocasionadas pelo
processo de inclusdo do material (Figura 3 b, e).

Essas analises estdo de acordo com os dados de desenvolvimento inicial (Tabela 2), que
revelaram que a presenga da L. ferrea ndo influenciou no comprimento das raizes. Y dos
tecidos mais afetados pela acdo dos aleloquimicos é o meristema apical, levando a reducdo da
mitose e, consequentemente, a supressdo do crescimento da raiz e a reducdo do comprimento
radicular, consequéncias que ndo foram observadas nas imagens anatémicas (Figura 3)
(Gniazdowska & Bogatek, 2005; Mushtaq et al., 2020).

A andlise anatbmica em seccdo transversal (ST) do apice radicular (Figura 4 a-i),
corrobora as observagdes das secgOes longitudinais quanto a manutencdo da integridade das
paredes e contetdo celular e do processo de diferenciacdo dos tecidos, com destaque para a
protoderme e epiderme, formacéo dos espacos intercelulares e dos tecidos vasculares (Figura
4).
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327

328 Figura 4: Regido apical de raizes de Zea mays (milho) em secgéo transversal submetidas a
329 diferentes tratamentos (T1, T2 e T3) e periodos de coleta (15, 30 e 45 dias). A-C. Tratamento
330 1. D-F. Tratamento 2. G-1. Tratamento 3. co = coifa; ct = clrtex; ei = espacos intercelulares; ep
331 = epiderme; ev = elemento de vaso; mf = meristema fundamental; pc = procambio; pd =
332 protoderme.

333 A inibicao do crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais, quando submetidas
334 aacdo de aleloquimicos, tende a estar associada, principalmente, as alteracdes estruturais nos
335 tecidos radiculares, por isso a importdncia da caracterizacdo anatdmica deste Orgéo,
336 confirmando ou ndo possiveis danos sofridos a estes tecidos, que nesse caso ndo foram
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confirmados (Burgos et al., 2004; Pereira et al., 2017). Soln & Kolce (2021) ressaltam a
importancia de estudos como estes, uma vez que a anélise anatémica radicular e da estrutura
celular, apos a exposicao de aleloquimicos, é rara.

Dessa forma, a integridade das células e manutencédo dos processos de diferenciacao dos
tecidos, ressalta que a raiz do milho ndo sofre danos estruturais aparentes na presenca dos
aleloquimicos presentes no po das folhas de L. ferrea.

CONCLUSOES

A presenca do po das folhas secas de L. ferrea em diferentes concentragdes néo
influenciou a emergéncia do milho em casa de vegetacao.

A enzima peroxidase apresentou reducdo de sua atividade nas raizes das plantulas de
milho, em comparacdo com a testemunha.

As andlises anatdmicas evidenciam que o sistema radicular ndo sofreu danos estruturais
na presenca dos aleloquimicos de L. ferrea.

Dessa forma, sugere-se que ha possibilidade de associacao entre L. ferrea e milho em
Sistemas Agroflorestais.
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