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Resumo
O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes condições experimentais possibilitando a indicação de um 

protocolo para bioensaios baseado na germinação e crescimento inicial de plântulas utilizando como planta teste 
a alface (Lactuca sativa L.) cv. Grand Rapids, de forma a fornecer subsídios para padronização de ensaios com 
substâncias químicas diversas como aleloquímicos ou agentes toxicantes ambientais. Foram realizados os testes: 
tempo de germinação, temperatura, luminosidade, volume de solução e tamanho da placa de Petri. Para cada teste 
(exceto tempo de germinação), a influência causada pelas condições averiguadas foi determinada por meio de 
variáveis de percentagem de germinação, índice de velocidade de germinação, comprimento de raiz, biomassa 
fresca das plântulas e biomassa seca total. Os resultados encontrados mostraram que variações nas metodologias 
utilizadas alteram os resultados obtidos. Recomenda-se que os bioensaios utilizando Lactuca sativa cv. Grand 
Rapids sejam realizados por um período mínimo de quatro dias para as avaliações tanto de germinação quanto de 
crescimento inicial e as condições experimentais compreendam: temperatura de 20°C, placas iguais ou maiores 
a 90 mm, 0,1 mL/cipsela de volume de solução, em luz constante ou fotoperíodo de 12 horas.

Palavras-chave: Ensaios vegetais; Fitotoxicidade; Lactuca sativa L.; Padronização 

Abstract
Bioassay standardization for the detection of allelopathic compounds and environmental toxicants 

using lettuce. The purpose of this study was to assess different experimental conditions to determine a protocol 
for bioassays based on seed germination and early seedling growth using lettuce (Lactuca sativa L.) cv. Grand 
Rapids as indicator species. This protocol aims to provide support for the standardization of assays of various 
chemicals such as allelochemicals and environmental toxicants. The following tests were performed: time of 
germination, temperature, light, solution volume and Petri dish size. For each test (except for time of germination), 
the influence of the conditions investigated was determined by the endpoints germination percentage, germination 
speed index, root length, seedling fresh weight and total dry weight. The results showed that variations in the 
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methods altered the results. It is recommended that bioassays using L. sativa L. cv. Grand Rapids be carried 
out for a minimum period of four days for assessments of both germination and initial growth and that the 
experimental conditions include a temperature of 20°C, 90-mm Petri dishes or larger, 0.1 mL cypsela solution, 
and continuous light or 12-hour photoperiod.

Key words: Lactuca sativa L.; Phytotoxicity; Plant assays; Standardization

Introdução
Os bioensaios vegetais demonstram grande 

eficiência tanto no monitoramento de poluentes 
ambientais quanto na constatação da ação de compostos 
químicos derivados do metabolismo secundário das 
plantas (FERREIRA; AQUILA, 2000; MACÍAS et 
al., 2000; PANDARD et al., 2006). A alface (Lactuca 
sativa L.) é uma espécie amplamente utilizada como 
planta teste nesses estudos (SOUZA FILHO et al., 2010; 
GOMES et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012) devido a 
sua sensibilidade a agentes químicos, rápida germinação, 
crescimento linear em ampla faixa de variação de pH 
e baixa sensibilidade aos potenciais osmóticos (RICE, 
1984; ARAÚJO; MONTEIRO, 2005). Cipselas (fruto) 
de alface permitem que os efeitos fitotóxicos possam ser 
averiguados por diferentes variáveis como germinação, 
alongamento de raiz e biomassa vegetal. Além de serem 
facilmente encontradas no comércio durante o ano todo, 
a um baixo custo (ŽALTAUSKAITE; ČYPAITE, 2008).

Apesar do amplo uso de bioensaios vegetais na 
investigação científica, são escassas as publicações que 
buscam padronizar os procedimentos experimentais 
nesse tipo de ensaio (MACÍAS et al., 2000). Na 
literatura são encontrados diversos protocolos, o que 
poderia fornecer diferentes resultados em função de 
variações metodológicas aplicadas e nem sempre em 
resposta aos tratamentos utilizados. Nesse contexto, 
torna-se necessário a elaboração de um protocolo 
eficiente e reproduzível, que possa ser empregado 
rotineiramente em laboratórios que trabalhem com 
efeitos de substâncias alelopáticas e de agentes químicos 
toxicantes ao ambiente, a fim de se aperfeiçoar as 
condições em que os testes são realizados. Souza Filho 
et al. (2010) revisando as metodologias utilizadas em 
estudos de alelopatia, destacam as desvantagens de 
protocolos distintos empregados em bioensaios vegetais. 
Além disso, os mesmos autores ressaltam a necessidade 

da uniformidade dos procedimentos destes ensaios, 
visando melhorar a compreensão dos resultados obtidos 
em estudos desta natureza.

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo 
a elaboração de um protocolo eficiente e reproduzível 
para bioensaios baseado na germinação e no crescimento 
inicial de plântulas utilizando como planta teste a alface 
(cv. Grand Rapids) a fim de difundir o amplo uso desse 
protocolo em testes com substâncias alelopáticas e 
agentes químicos ambientais.

Material e Métodos
O material utilizado como planta teste foram 

cipselas de alface (Lactuca sativa L.) cv. Grand Rapids. 
Para analisar as melhores condições de execução dos 
bioensaios, foram realizados diferentes testes: tempo 
de germinação, luminosidade, temperatura, tamanho 
da placa de Petri e volume de solução. Todos esses 
foram baseados nas Regras para Análise de Sementes 
(BRASIL, 2009) com adaptações. Nos testes (exceto 
para tempo de germinação) foram avaliadas as variáveis: 
percentagem de germinação (PG), comprimento de raiz 
(CR), biomassa fresca de plântulas (BF), biomassa seca 
total (BS) e índice de velocidade de germinação (IVG) 
de acordo com a expressão:

IVG = (G1 / N1)+ (G2 / N2) +...+(Gn / Nn), onde

G1 =  número de sementes germinadas na primeira 
contagem

N1 =  número de dias decorridos até a primeira 
contagem

G2 =  número de sementes germinadas na segunda 
contagem

N2 =  número de dias decorridos até a segunda 
contagem

n =  última contagem
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As cipselas foram distribuídas em placas de Petri 
de 90 mm de diâmetro, contendo papel filtro Whatman 
nº 2 embebido em 0,1 ml de água destilada por cipsela 
e mantidas em câmara de germinação do tipo BOD 
a 20°C com fotoperíodo de 12 horas, exceto quando 
especificadas condições distintas como descrito nos 
testes a seguir.

Tempo de germinação

Foram realizadas avaliações diárias da germinação 
até a estabilização do número de cipselas germinadas 
com o objetivo de definir o número mínimo de dias 
necessário para condução de bioensaio com a cv. Grand 
Rapids. 

Luminosidade

Testada com base nas recomendações das RAS 
(BRASIL, 2009) e nos dados mais comuns encontrados 
na literatura (MENEZES et al., 2000; WANDSCHEER 
et al., 2011; SILVA et al., 2006), foram avaliados dois 
fotoperíodos: 12 horas e luz contínua.

Temperatura

Foram avaliadas as temperaturas de 15 e 20ºC. 
Essas temperaturas foram escolhidas com base nas 
recomendações das RAS (BRASIL, 2009) para alface e 
nos valores mais referenciados na literatura (MENEZES 
et al., 2000; FRANÇA et al., 2008; RIBEIRO et al., 
2012).

Tamanho da placa de Petri

Testaram-se três tamanhos de placa de Petri com 
o objetivo de observar a influência da densidade de 
semeadura sobre a germinação e o crescimento inicial 
de plântulas. As placas utilizadas foram de 60, 90 e 
120 mm por serem as mais comumente encontradas em 
trabalhos laboratoriais.

Volume de solução 

Três volumes de água destilada foram testados 
visando encontrar o volume de solução mais adequado 

a ser adicionado às placas de Petri para realização 
dos bioensaios. Estes valores foram baseados nos 
apresentados por Macías et al. (2000). Foram testados 
valores que compreendem 0,05; 0,1 e 0,15 mL de solução 
por cipsela, totalizando 2,5; 5 e 7,5 mL por placa.

Delineamento experimental e análise 
estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado com quatro repetições de 50 cipselas de 
alface, sendo cada parcela experimental uma placa de 
Petri. Os dados foram submetidos à análise de variância e 
comparação múltipla de médias pelo teste de Tukey a 5% 
de significância. As análises foram realizadas utilizando 
software SISVAR (FERREIRA, 2003).

Resultados e Discussão 

Teste de tempo de germinação 

A partir do quarto dia foi observada a estabilização 
do processo germinativo das cipselas de alface. Nesse 
mesmo período, foi possível realizar as medidas das 
variáveis de crescimento inicial, uma vez que as 
estruturas essenciais das plântulas já se apresentavam 
formadas.

Contagens feitas antes do período em que ocorre 
a estabilização da germinação podem gerar resultados 
equivocados, uma vez que o número de cipselas não 
germinadas nas placas pode ser em função do período 
de tempo insuficiente para que o processo germinativo 
ocorra e não em resposta aos tratamentos impostos. 
Na literatura são encontradas referências que utilizam 
Lactuca sativa cv. Grand Rapids como planta teste em 
bioensaios por períodos inferiores há quatro dias, o que 
pode subestimar o percentual de cipselas germinadas.

De acordo com as RAS (BRASIL, 2009) é 
recomendado que as contagens inicial e final para testar 
a germinação em alface sejam feitas ao quarto e sétimo 
dias, respectivamente. Porém, a antecipação da avaliação 
da germinação para quatro dias pode ser desejável em 
bioensaios de fitotoxicidade, pois além de tornar o 
bioensaio mais rápido, evita possíveis contaminações e 
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ainda reduz o problema de perda de água do substrato, o 
que pode prejudicar o desempenho do teste, já que manter 
a umidade constante durante todo o período de condução 
é fundamental para a uniformidade do procedimento 
experimental (VANZOLINI; NAKAGAWA, 2007). 
Recomenda-se, entretanto, que se observem data de 
análise e vigor (percentagem de germinação) do lote 
utilizado, uma vez que sementes mais velhas ou pouco 
vigorosas requerem período maior de estabilização da 
germinação.

Outra questão crucial para que a realização 
do teste de germinação gere resultados confiáveis 
é o estabelecimento de um critério de germinação 
apropriado para a espécie utilizada. A curvatura 
geotrópica da radícula pode ser tomada como critério, 
quando esta atinge a metade do tamanho da semente 
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Outro critério utilizado 
refere-se à extensão da raiz igual ou superior a 2,0 
mm (FERREIRA et al., 2007, GUSMAN et al., 2008; 
COELHO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2012) ou então 
quando esta apresenta protrusão visível sem utilização 
de instrumentos (CETNARSKI FILHO; CARVALHO, 
2009; CURIEL; MORAES, 2011). Este último foi o 
critério utilizado no presente trabalho.

Teste de luminosidade 

As cipselas expostas ao fotoperíodo de 24 
horas apresentaram maiores médias para o índice de 
velocidade de germinação (IVG) em relação àquelas 
expostas ao fotoperíodo de 12 horas. Entretanto, 
não foram observadas diferenças na percentagem 
de germinação (PG) para as condições testadas. Nas 
variáveis de crescimento inicial, somente a biomassa 
fresca apresentou diferenças significativas, sendo que as 
maiores médias foram observadas nos tratamentos que 

utilizaram fotoperíodo de 12 horas. Biomassa seca total e 
comprimento de raiz não foram influenciados (Tabela 1). 

Cipselas de alface são bastante sensíveis às 
condições ambientais, como luz e temperatura, o que 
pode acarretar problemas no processo de germinação e 
atraso no crescimento das plântulas (MENEZES et al., 
2000). Segundo as RAS (BRASIL, 2009), a exposição 
das cipselas de alface a um período de 8 a 16 horas de 
luz por dia pode ser benéfica e é recomendada a fim de 
fornecer condições mais propícias para o crescimento 
das estruturas essenciais das plântulas, facilitando a 
avaliação e diminuindo as possibilidades de ataque 
por microrganismos. Entretanto, na literatura são 
encontrados também trabalhos que fazem o uso de luz 
constante (PERES et al., 2004; PERES et al., 2009; 
WANDSCHEER et al., 2011).

Alguns autores como Menezes et al. (2000) 
descrevem que a luz é fator limitante para a geminação 
de alface, sendo que a presença de luz permite que 
as cipselas germinem numa faixa mais ampla de 
temperatura.

Na condução dos experimentos realizados nesse 
trabalho, as duas condições de luminosidade analisadas 
mostraram-se satisfatórias. 

Teste de temperatura 

As duas condições de temperatura avaliadas 
influenciaram as variáveis estudadas, com exceção da 
percentagem de germinação (Tabela 2). O tratamento que 
utilizou a temperatura de 20°C apresentou as maiores 
médias de IVG, biomassa fresca, biomassa seca total e 
de comprimento de raiz, indicando que a temperatura de 
15°C retarda a germinação das cipselas e o crescimento 
das plântulas, podendo assim comprometer a viabilidade 

TABELA 1: Influência do período de luz nas variáveis de germinação e crescimento inicial de alface¹.

Período de luz (h) Variáveis²
PG (%) IVG CR (mm) BF (g) BS (g)

12 99,5a 65,77b 12,80a 0,008a 0,008a
24 97,5a 73,35a 13,67a 0,006b 0,007a

CV (%) 1,55 6,14 34,18 27,56 7,62
1 Colunas seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 2 PG – Percentagem de Germinação, 
IVG – Índice de Velocidade de Germinação, CR – Comprimento Radicular, BF – Biomassa Fresca de plântulas, BS –Biomassa Seca Total.
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do teste feito nessas condições. Esses dados corroboram 
aqueles obtidos por Menezes et al. (2000) que, ao 
realizar um estudo com três cultivares de alface, também 
relataram ser 20 °C a melhor temperatura. 

Diferentes espécies germinam em resposta a limites 
distintos de temperatura, sendo os valores recomendados 
para a condução do teste aqueles nos quais se observa 
maior número de sementes germinadas em menor 
intervalo de tempo (BRANCALION et al., 2007). 
Cipselas de alface de diferentes genótipos também 
podem apresentar diferentes taxas de germinação frente 
às faixas de temperatura utilizadas (MENEZES et al., 
2000). O estabelecimento da temperatura ótima para o 
processo germinativo é essencial para homogeneizar 
as condições e os resultados do teste de germinação 
(BRANCALION et al., 2007). As RAS (BRASIL, 
2009) fornecem duas opções de temperatura para o 
teste de germinação, em Lactuca sativa sendo estas 15 
e 20°C. Entretanto, na literatura podem ser encontrados 
diversos trabalhos que utilizam também 25 °C (SALAM; 
KATO-NOGUCHI 2010; COELHO et al., 2011; 
WANDSCHEER et al., 2011).

As RAS (BRASIL, 2009) também fazem 
recomendações para que a temperatura permaneça a mais 
homogênea possível dentro da câmara de germinação, 
pois as oscilações de temperatura podem afetar variáveis 

do processo germinativo e de crescimento, influenciando, 
principalmente, na velocidade de germinação e no 
crescimento inicial das plântulas (VANZOLINI; 
NAKAGAWA, 2007). Sendo assim, é imprescindível 
que se façam aferições periódicas da temperatura na 
câmara de germinação.

Teste de placa de Petri

Os tamanhos das placas de Petri analisadas 
influenciaram algumas variáveis de germinação e de 
crescimento das plântulas de alface (Tabela 3). Nas 
variáveis de germinação, o IVG respondeu positivamente 
ao aumento do tamanho das placas utilizadas, sendo que 
nas placas de 120 mm de diâmetro foram observados 
os maiores valores, seguidos pelas de 90 mm e de 
60 mm. As plântulas das placas de 60 mm também 
produziram menor biomassa fresca comparada aos 
demais tratamentos e suas medidas de comprimento de 
raiz foram menores, em relação ao observado nas placas 
de 120 mm de diâmetro. Dessa maneira, nas placas 
menores, observou-se atraso na germinação e redução 
do crescimento inicial da cultivar avaliada.

Placas menores apresentam área disponível 
reduzida, estabelecendo limitações para a germinação e 
crescimento das plântulas. Esse fato pode estar associado 

TABELA 2: Influência da temperatura nas variáveis de germinação e crescimento inicial de alface¹.

Temperatura (°C) Variáveis²
PG (%) IVG CR (mm) BF (g) BS (g)

15 94a 44,24b 7,93b 0,005b 0,007b
20 95a 80,70a 15,77a 0,008a 0,008a

CV (%) 1,93 4,53 19,81 21,27 5,36
1 Colunas seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 2 PG – Percentagem de Germinação, 
IVG – Índice de Velocidade de Germinação, CR – Comprimento Radicular, BF – Biomassa Fresca de plântulas, BS –Biomassa Seca Total.

TABELA 3: Influência do tamanho da placa de Petri nas variáveis de germinação e crescimento inicial de alface¹.

Tamanho (mm) Variáveis²
PG (%) IVG CR (mm) BF (g) BS (g)

60 95a 48,32c 11,17b 0,007b 0,006a
2490 95a 53,85b 12,32ab 0,008a 0,007a
120 98a 60,87a 13,24a 0,008a 0,007a

CV (%) 2,16 4,58 24,97 19,56 4,98
1 Colunas seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 2 PG – Percentagem de Germinação, 
IVG – Índice de Velocidade de Germinação, CR – Comprimento Radicular, BF – Biomassa Fresca de plântulas, BS –Biomassa Seca Total
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à baixa disponibilidade de oxigênio, principalmente 
quando o volume de solução adicionado é suficiente 
para proporcionar uma condição de hipoxia (MACÍAS 
et al., 2000; SOUZA et al., 2010) ou então, impor 
barreira física, principalmente à parte aérea que possui 
gravitropismo negativo (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Ressalta-se que o tamanho da placa a ser utilizada 
em bioensaios, apesar de causar influência na germinação 
e crescimento das plântulas de alface, é fator dependente 
de outros, como o número de cipselas e o volume 
de solução adicionado. Souza Filho et al. (2003) 
observaram que a intensidade dos efeitos alelopáticos do 
extrato aquoso de Calopogonium mucunoides responde 
negativamente ao aumento da densidade das sementes 
testadas, sugerindo assim que esse fator interfere nos 
bioensaios. Essa dependência é descrita por Macías et 
al. (2000), que analisaram a percentagem de germinação 
em dois tamanhos diferentes de placas e obtiveram 
melhores resultados em placas de 90 mm de diâmetro 
contendo 10 sementes, do que em placas de 140 mm com 
50 sementes, ambas com o mesmo volume de solução 
(mL/semente).

Teste de volume de solução 

No teste de volume de solução apenas o IVG e a 
biomassa fresca apresentaram diferenças significativas 
(Tabela 4).

Os menores valores de IVG foram encontrados nos 
tratamentos 0,1 e 0,15 mL/cipsela. Nesses tratamentos, os 
volumes de água empregados podem ter sido suficientes 
para reduzir a disponibilidade de oxigênio no interior 
das placas proporcionando assim condição de hipoxia. 
Restrições anaeróbicas consistem em fator limitante no 

processo germinativo e devem ser consideradas como 
fonte de interferência nos bioensaios (SOUZA et al., 
2010). Macías et al. (2000) descrevem relação negativa 
entre o aumento do volume de solução e a disponibilidade 
de oxigênio nas placas. Além disso, nas placas contendo 
0,15 mL/cipsela observou-se a formação de lâmina de 
água. As RAS (BRASIL, 2009) indicam que substratos 
de papel não devem ser umedecidos excessivamente 
a ponto de formar essa lâmina, já que esse excesso de 
solução pode acarretar restrição da aeração.

Nas placas que receberam o menor volume de 
solução (0,05 mL/cipsela) foram observados os maiores 
valores de IVG, possivelmente apresentando maior 
disponibilidade de oxigênio. Ressalta-se, contudo, que a 
utilização de volume relativamente reduzido de solução 
como 0,05 mL/cipsela pode ocasionar problemas, como o 
ressecamento do substrato, o que prejudica a viabilidade 
do experimento (VANZOLINI; NAKAGAWA, 2007).

Ferreira e Aquila (2000), em sua revisão sobre 
alelopatia discutem metodologias dos bioensaios 
vegetais mais usuais e apontam algumas medidas que 
diminuem o problema de perda de umidade nas placas, 
como a colocação de mais de uma folha de papel filtro 
em cada placa, vedação das placas utilizando películas 
plásticas e a introdução de recipientes com água dentro 
da câmara de germinação. A adição subsequente de 
água, quando necessária, pode ser adotada para evitar 
ressecamento, no entanto esta prática deve ser evitada 
sempre que possível (BRASIL, 2009), pois pode 
acarretar em placas distintas do mesmo tratamento 
contendo volumes de solução diferentes, introduzindo 
assim nova fonte de interferência ao experimento. Além 
disso, a manipulação das placas pode aumentar o risco 
de contaminação do teste.

TABELA 4: Influência do volume de solução nas variáveis de germinação e crescimento inicial de alface¹.

Volume (mL/cipsela)
Variáveis²

PG (%) IVG CR (mm) BF (g) BS (g)
0,05 94,50a 67,76a 18,10a 0,005b 0,007a
0,10 93,50a 56,68b 18,84a 0,007a 0,007a
0,15 95,50a 56,10b 17,04a 0,007a 0,007a

CV (%) 3,33 7,97 29,32 22,72 11,77
1 Colunas seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 2 PG – Percentagem de Germinação, 
IVG – Índice de Velocidade de Germinação, CR – Comprimento Radicular, BF – Bioassa Fresca de plântulas, BS –Biomassa Seca Total
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A biomassa fresca (BF), apresentou maiores valores 
nos tratamentos de 0,1 e 0,15 mL/cipsela. Uma possível 
explicação para esse resultado pode estar associada ao 
fato de que as cipselas destas placas, no momento da 
pesagem, possuíam maior disponibilidade hídrica para 
o seu crescimento em relação as placas com 0,05 mL/
cipsela. Esses resultados mostraram que o conteúdo de 
água utilizado não provocou influência na percentagem 
de germinação, mas afetou a biomassa fresca.

Assim, o volume de solução adicionado nas placas de 
Petri influenciou em variáveis do processo germinativo e 
de crescimento inicial da cultivar analisada. Dessa maneira, 
valores intermediários de volume de solução como o de 0,1 
mL/cipsela são indicados para bioensaios utilizando alface 
como bioteste. Esse volume, apesar de apresentar um IVG 
menor que o de 0,05 mL/cipsela, foi suficiente para suprir 
as necessidades hídricas das plântulas até o último dia de 
avaliação, e não gerou acúmulo excessivo de água ao redor 
das cipselas como ocorrido no tratamento de 0,15 mL/
cipsela. É válido ressaltar que a realização de testes pré-
experimentais para estipular o volume de solução adequado 
faz-se importante, e pode fornecer informações confiáveis 
aumentando a eficiência dos bioensaios.

Recomenda-se que os bioensaios utilizando 
Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids sejam realizados por 
um período mínimo de quatro dias para as avaliações 
de germinação e crescimento inicial e as condições 
experimentais compreendam temperatura de 20°C, 
placas iguais ou maiores a 90 mm, volume de solução 
de 0,1 mL/cipsela, independente do fotoperíodo.
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