Daiane Salete Broch Mignoni

Potencial fitotdxico de sementes de Sesbania
virgata (Cav.) Pers. sobre a germinacéo de
sementes e 0 crescimento Inicial de Leucaena

leucocephala (Lam.) de Wit

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentragio de

Plantas VVasculares em Analises Ambientais.

Sao Paulo

2015



Daiane Salete Broch Mignoni

Potencial fitotdxico de sementes de Sesbania
virgata (Cav.) Pers. sobre a germinacao de
sementes e o0 crescimento Inicial de Leucaena

leucocephala (Lam.) de Wit

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentracio de

Plantas VVasculares em Analises Ambientais.

Orientadora: Profd Dr2a MARCIA REGINA BRAGA



Ficha Catalografica elaborada pelo NUCLEO DE BIBLIOTECA E MEMORIA

Mignoni, Daiane Salete Broch
M636p  Potencial fitotoxico de sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. sobre a
germinacdo de sementes e o0 crescimento inicial de Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit / Daiane Salete Broch Mignoni -- S&o Paulo, 2015.
89 p. il.

Tese (Mestrado) -- Instituto de Boténica da Secretaria de Estado do Meio
Ambiente, 2015

Bibliografia.

1. Alelopatia. 2. Carboidrato. 3. Catequina. 1. Titulo

CDU: 581.524.13




“Eu ndo posso mudar a direcdo do vento, mas eu posso ajustar
as minhas velas para sempre alcan¢ar meu destino”

Jimmy Dean



DEDICO

A Deus, por que “tudo posso naquele que me fortalece

Ao meu marido Jailton



Agradecimentos

E ao término deste trabalho quero agradecer aos que contribuiram para que eu conseguisse concluir com éxito

mais esta etapa importante da minha vida.

Agradeco primeiramente a Deus, por todas as béngdos, por me renovar, fortalecer a cada dia e me guiar nos

caminhos do bem.

Agradeco imensamente a minha orientadora, Dra. Marcia Regina Braga, pela oportunidade, orientagdo,

compreensdo e, principalmente, pela confianca depositada em mim ao longo desses anos. Muito Obrigada.

Aos membros da minha banca de qualificacdo, Dra. Patricia Pinho Tonini, Dra. Maria Tereza Grombone-

Guaratini e Dr. Marco Aurelio Tiné, pelas sugestoes de melhoria apresentadas.

A pesquisadora Dra. Luce Maria Branddo Torres do Niicleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica por toda

a ajuda prestada e por sanar vdrias diividas.

Ao Dr. Luciano Freschi do Departamento de Botdnica da USP (Universidade de Sdo Paulo) pela

colaboragdo nas andlises de extragdo e quantificagdo de ABA.
A funciondria Ana Alice, por toda ajuda e apoio.

A técnica de laboratério, Mary Monteiro, por toda a ajuda, apoio, pelos conselhios de “mde” e por todo seu

carinho. Obrigada.

Ao técnico de laboratdrio, Pedro Bige Wasinger, por toda a ajuda e ateng¢do. Obrigada.

A minha familia, meus pais, Claudio e Iraci e minhas irmds, Juliane e Marta pelo carinko, apoio e incentivo.
Aos meus sogros e cunhada Jucilene Mignoni por todo apoio e carinho.

Ao meu esposo Jailton, em especial, por todo amor, paciéncia, companheirismo e incentivo ao longo desses
anos. Muitas das minhas conquistas sdo frutos de sua ajuda e por acreditar em mim. Muito Obrigada. Amo

Vocé!
A minha gatinka de estimacdo “Lara” pela companhia didria e distracdo que me proporciona.

A minka querida amiga Fernanda Zaninette por todo carinho, pelos abragos de apoio, por me ouvir, pelas
conversas quando nas horas de dificuldades e também por compartilhar muitos momentos de alegria durante

todos esses anos de convivéncia. Espero que nossa amizade perpetue. Te Adoro!



As minhas queridas amigas, Juliana Zerlin (Xii), Emanuela Oliveira Joaquim (Manu), Kdssia Mantovani
Fardin (Rassinha), Cynthia Murakami, Leila Milena Diaz Camacho, Fernanda Cassemiro, Michele Silva
(Mi) e a Profa. Dra. Maria Angela Machado de Carvalho pelos almogos divertidos, regados a salada de
frutas, pelos vdrios momentos de alegrias, pelas palavras e abragos de apoio. Com vocés, meus dias sempre

foram alegres, divertidos e de aprendizado. Obrigada “meninas” por tudo.

Aos doutorandos Rodrigo Cabral e Evandro Vieira por toda ajuda, apoio, pela amizade e conversas

cientificas.

Aos queridos amigos e pesquisadores do Niicleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica que me ajudaram

direta ou indiretamente, pelo carinho, amizade e companheirismo.
A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPES®P) pela bolsa concedida.
A Pés-Graduagdo do Instituto de Botdnica pela oportunidade de realizar este trabalho.

Ao Instituto de Botdnica e ao Niicleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica pela infraestrutura oferecida

para que eu pudesse realizar este trabalho.
A Central Analitica da USP pelas andlises feitas para a identificacdo da mimosina.

Enfim, a todos aqueles que me apoiaram e incentivaram, meu Muito Obrigada.



Resumo

Sesbania virgata (Cav.) Pers. (sesbania) e Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena) séo
duas leguminosas, pioneiras, utilizadas por décadas na restauracdo de areas degradadas.
Sesbania, nativa da América do Sul, é de crescimento répido e apresenta comportamento
invasor em varias regides. O flavonoide (+)-catequina é a principal fitotoxina encontrada nos
exsudatos de suas sementes. Estudos prévios indicaram que &cido abscisico (ABA) esta
presente nas sementes de sesbania, entretanto, sua liberacdo ainda era desconhecida. Os
exsudatos de seshania sdo capazes de inibir a germinagdo e o crescimento inicial de espécies
cultivadas. Eles também atrasaram a mobilizacdo dos carboidratos de reserva em sementes de
espécies nativas tropicais. Entretanto, a atividade inibidora de seus exsudatos ainda ndo havia
sido avaliada sobre espécies exdticas. Leucena, espécie exdtica, nativa do Sul do México e do
Norte da América Central, produz grande quantidade de sementes e é considerada espécie
invasora no Brasil. O objetivo deste trabalho foi estudar a exsudagédo de substancias bioativas
das sementes de leucena e seus efeitos em espécies cultivadas, e, avaliar a sensibilidade de
leucena as fitotoxinas exsudadas de sementes de sesbania. Os resultados mostraram que
sementes de leucena exsudam durante a embebicao, aclcares, ABA, mimosina e compostos
fendlicos, estes dltimos, encontrados em maiores proporcdes. Seus exsudatos afetaram o
crescimento inicial de tomate e arroz. Mimosina comercial inibiu o desenvolvimento das
espécies-alvo, sugerindo ser a substancia responsavel pelo efeito alelopatico dos seus
exsudatos. Ao analisar a co-germinacdo de sesbania com leucena foi observado atraso na
germinacdo das sementes e inibicdo no desenvolvimento inicial da espécie exotica. ABA ¢
exsudado pelas sementes de seshania até o 3° dia apds a embebicdo, porém, este hormdnio e
(+)-catequina isolados ndo causaram 0s mesmos efeitos da co-germinacdo sobre leucena,
indicando que outras substancias presentes nos exsudatos de sesbania sdo responsaveis pela
acdo observada. Fitotoxinas exsudadas de sementes de sesbania atrasaram a mobilizacdo dos
carboidratos de reserva das sementes de leucena, reduzindo a atividade da endo-p-mananase.
Os resultados obtidos mostraram que exsudatos de sementes de leucena causaram efeito
alelopatico sobre espécies cultivadas e a mimosina isolada mostrou ser um potente
aleloquimico. Por outro lado, leucena foi sensivel as fitotoxinas das sementes de sesbania,

entretanto, os efeitos parecem ndo ser somente devido a presenca de catequina e 0 ABA.

Palavras-Chave: Alelopatia, 4cido abscisico, carboidrato de reserva, (+)-catechin



Abstract

Sesbania virgata (Cav.) Pers. (Seshania) and Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena)
are two legume species, pioneers, utilized for decades in restoration of degraded areas.
Sesbania is native to South America, described as invasive in several regions. The flavonoid
(+)-catechin is the main phytotoxin found in its seed exudates. Previous studies demonstrated
that abscisic acid (ABA) is present in sesbania seeds, however, wether it is exsudate is still
unknown. The seed exudates of sesbania are able to inhibit the germination and development
of crop species. They also delay the mobilization of storage carbohydrates in tropical native
species. However, the inhibitory actitivy of their exudates have not been evaluated on exotic
species. Leucena, is an exotic species, native to Southern Mexico and Northern Central
America. It produces many seeds and is considered as an invasive species in Brazil. The aim of
this work was to study the exudation of bioactive substances from leucena seeds and their
effects on crop species, together with evaluating the sensitivity of leucena to phytotoxins
exsudated from sesbania seeds. The results showed that leucena seeds exude at the beginning
of imbibitions process, sugars, ABA, mimosine and phenolic compounds, the latter found in
higher proportions. Exudates of leucena seeds affected the initial growth of tomato and rice.
Commercial mimosine inhibited the development of the crop species, suggesting that this
substance could be responsible for allelopathic effect of leucena exudates. The co-germination
of sesbania with leucena caused delay in the germination and inhibition the seedling growth in
leucena. ABA is exuded by sesbania seeds until the third day imbibition, however, this
hormone and (+)-catechin did not cause the same effects observed by the co-germination of
leucena with sesbania, suggesting that other substances present in sesbania exudates could be
responsible for these effects. Phytotoxins from sesbania seed delayed the mobilization of
storage carbohydrates of leucena seeds and reduced the activity of endo-B-mannanase. The
results showed that exudates from leucena seeds caused allelopathic effect on crop species and
mimosine proved to be a potent allelochemical found in the seed exsudate of this species. On
the other hand, leucena was sensitive to the phytotoxins exsuded by sesbania seeds, however,
the inhibitory effects coul not be solely attributed to the presence of catechin and ABA in the

exsudates.

Key-words: Allelopathy, abscisic acid, storage carbohydrates, (+)-catechin
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Introdugéo

1 Alelopatia

A alelopatia € um fendmeno que consiste na liberacdo de compostos quimicos por uma
planta no ambiente e que podem influenciar o crescimento e o estabelecimento de espécies
vizinhas (incluindo microorganismos), em ecossistemas naturais e manejados (Rice 1984;
Teasdale et al. 2012). Tais compostos, denominados fitotoxinas ou aleloquimicos vegetais,
em sua maioria derivam do metabolismo secundario das plantas e podem ser liberados no
ambiente por meio de lixiviacdo, exsudacao de raiz, volatilizagdo, decomposicdo dos residuos
vegetais ou ainda por difusatos de sementes (Figura 1) (Perry et al. 2007; Albuquerque et al.
2010). Interagbes mediadas quimicamente j& foram descritas em florestas, no ambiente
aquatico e em ecossistemas agricolas. A alelopatia vem ganhando espago cada vez maior no
ambito ecoldgico, contribuindo também para explicar o potencial de invasdo de plantas
exoticas e seus efeitos na flora natural (Erhard & Gross 2006; Belz 2007; Pelissier 2013).

(1) Exsudagédo e
i deposigao sobre
N\ asuperficie foliar (2) Liberaggo de
? compostos volateis

(3) Decomposigéo de

%residuos vegetais

i Aleloquimicos

(4) Exsudagao
de raizes

Figura 1: Possiveis vias de liberacdo dos aleloquimicos das plantas no ambiente (Adaptado
de Albuquerque et al. 2010)



Os aleloquimicos sdo diferentes em estrutura quimica, variam em concentragdo e
localizacdo nos tecidos vegetais entre as espécies e sua acdo depende desta e das mudancas
tanto bidticas quanto abi6ticas do ambiente (Weir et al. 2004). Os efeitos dos aleloquimicos
podem ser estimulatérios ou inibitorios e essas substancias podem interferir em varios
processos como na germinacdo de sementes, atividade fotossintética, expressdo génica,
captacdo de ions, balanco hidrico e, ainda, nos mecanismos hormonais de inducdo de
crescimento das plantas. Além disso, os efeitos dependem da espécie doadora e alvo, bem
como das substancias envolvidas (Rice 1984; Reigosa et al. 1999; Perry et al. 2007; Teasdale
et al. 2012).

Centenas de aleloquimicos derivados de vegetais ja foram identificados, mas a
resisténcia ou tolerdncia a eles é uma caracteristica espécie-especifica e os efeitos variam.
Juglona, por exemplo, é uma fitotoxina presente em Juglans nigra e em outras espécies de
Juglans, com atividades antibacteriana, fungicida, antiparasitaria e inseticida. Tem efeito
inibitorio no desenvolvimento larval de insetos e € toxica para peixes e animais (Higa et al.
1998; Lee & Lee 2008; Babula et al. 2009). Alem disso, a juglona é capaz de inibir o
crescimento de plantas cultivadas como Zea mays L. (milho) e Glycine max L. Merr (soja),
bem como de Arabidopsis thaliana e Sinapis arvensis L (mostarda), afetando o crescimento
da raiz e reduzindo a taxa fotossintética, a condutancia estomatica e a respiracdo (Chi et al.
2011).

O aleloquimico BOA (2-benzoxazolinone), um metabolito secundario presente em
diversas culturas de gramineas, apresenta forte atividade contra bactérias, fungos e insetos,
além disso, atua como um dos principais produtos quimicos de defesa para os cereais (Friebe
2001). Baixa concentracdo de BOA (1uM) inibiu totalmente a germinacdo das sementes de
Lolium perenne (Hussain et al. 2008). Em Phaseolus aureus, o aleloquimico, além de afetar o
crescimento, reduziu o contetdo de proteinas e carboidratos nas suas folhas e raizes (Batish et
al. 2006).

Outro exemplo de aleloguimicos € o dos cineoles, moléculas volateis encontradas como
componentes de 6leos essenciais de diversas plantas aromaticas como: Eucalyptus spp.,
Laurus nobilis L., Salvia spp., Xanthoxylum rhetsa D. C., Cunila spicata e Artemisia spp
(Romagni et al. 2000). Um dos maiores constituintes desses 0leos essenciais é o 1,8-cineol,
descrito como potente aleloquimico, pois afeta o crescimento e desenvolvimento vegetal. Ele

atua como inibidor da sintese de DNA e a proliferacdo celular dos meristemas apicais
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radiculares de diferentes plantas (Koitabashi et al. 1997). Este aleloquimico, nas
concentracdes de 10 e 100 pg/g, de solo, atrasou a germinacdo e reduziu o crescimento
radicular e da parte aérea de Echinochloa crusgalli e de Brassica campestris (Romagni et al.
2000; Yoshimura et al. 2011).

2 Alelopatia x espécies invasoras

A invasdo biol6gica é considerada atualmente a segunda maior causa de extingao de
espécies nativas, sendo antecedida apenas pela modificacdo de habitats por atividades
antrdpicas (Ziller 2001; Coradin 2006; Campos et al. 2006; Rodolfo et al. 2008).

Diversas hipOteses tém sido propostas para tentar explicar o sucesso das plantas
exaticas e invasoras em um determinado ambiente, como o répido crescimento e a melhor
utilizacdo dos recursos quando comparadas as plantas nativas. Porém, cada vez mais
evidéncias apontam para a alelopatia como mecanismo que contribui para o sucesso de muitas
plantas invasoras e que tem impactos sobre a estrutura e funcionamento das comunidades de
plantas nativas (Murrell et al. 2011; Bauer et al. 2012). A hipOtese das “novas armas
quimicas” sugere que aleloquimicos produzidos e liberados pelas especies exoticas e
invasoras apresentam maior efeito alelopatico sobre plantas das areas invadidas do que sobre
aquelas ocorrentes na area nativa. Segundo esta hipotese, plantas que co-ocorrem com
espécies que secretam aleloquimicos desenvolveram mecanismo de tolerancia a esses
compostos (Perry et al. 2005; Inderjit et al. 2008; Thorpe et al. 2009). Estudos que suportam
esta hipdtese tem demonstrado que, Centaurea maculosa Lam., recentemente classificada
como Centaurea stoebe (Asteraceae), espécie originaria da Eurasia, inibe o crescimento das
espécies nativas da América do Norte, 0 que ndo ocorre com as espécies da sua area de
origem (Callaway et al. 2005; Thorpe et al. 2009). Estes estudos sugerem que este
comportamento se deve, dentre outros, o fato que C. stoebe libera de suas raizes pulsos de
altas concentracdes de uma mistura racémica de (+) e (-) catequina, o que pode ser uma
vantagem competitiva durante seu estabelecimento em sua nova regido ( Bais et al. 2002,
Perry et al. 2007; Bais & Kaushik 2010).

Catequinas sdo flavondides encontrados em muitos vegetais na forma de dois
enantibmeros, a (+) e a (-) catequina (Figura 2). Esses flavonoides tém sido relacionados a

diversas atividades fitotoxicas e antifungicas e sua presenca tem sido relatada em raizes,



folhas e sementes de diferentes espécies (Ceballos et al. 1998; Bais et al. 2002; Simdes et al.
2008, El Id et al. 2015).

| . -OH
HO. o xﬁ;“ Rt OH HO., ~
T e
= OH
OH OH
(+)-catequina (-)-catequina

Figura 2: Estrutura quimica do flavondide (+) e (-)-catequina (Adaptado Alford et al. 2009)

Na literatura existe uma ampla discussao relacionada ao efeito da catequina exsudada
por plantas exoticas sobre populacdes nativas de regides temperadas. Alguns autores sugerem
que a (z)-catequina é uma fitotoxina fraca e possui, na verdade, forte atividade antioxidante
no combate contra o estresse oxidativo. No entanto, outros pesquisadores demonstram que ela
possui potente atividade fitotoxica contra varias especies de vegetais (Bais et al. 2003; Blair
et al. 2005; 2006; Inderjit et al. 2008; Simdes et al. 2008; Duke et al. 2009; Thorpe et al.
2009; Kaushik et al. 2010; Bais & Kaushik 2010). Outros estudos questionam a atividade
fitotoxica dessa substancia em ambiente natural, sugerindo que a atividade é dependente da
sua estabilidade em diferentes tipos e pH de solo, bem como, das interaces com 0s seus
constituintes como metais pesados e com os microrganismos nele presentes (Perry et al. 2007;
Pollock et al. 2009; Thorpe & Callaway 2011). Até o momento, poucos sdo os trabalhos que
discutem o efeito da (z)-catequina exsudada por espécies nativas e por sementes (Simdes et
al. 2008; El Id et al. 2015).

3 Aleloquimicos liberados por sementes

Folhas e raizes sdo os d6rgdos preferencialmente utilizados nos estudos que buscam
substancias com atividade alelopatica, sendo que poucas informacdes sdo encontradas
abordando aleloguimicos liberados pelas sementes. Sementes também possuem a capacidade
de liberar fitotoxinas ap6s o inicio do processo de embebicdo, que podem contribuir para o

comportamento invasivo de algumas espécies (Ndakidemi & Dakora 2003).



A regido do solo que envolve as sementes durante a germinagdo é denominada
espermosfera. Durante o inicio de embebicdo das sementes, ocorre a liberagdo de diversos
compostos de reservas como carboidratos, lipideos, proteinas, tornando esta regido muito
atrativa para herbivoros e microorganismos. A liberagdo de substancias fitotoxicas capazes de
repelir ou inibir o crescimento de patdgenos e de outras espécies competidoras pode ser uma
estratégia competitiva e vantajosa para o seu estabelecimento inicial (Nelson 2004).

Em sementes da espécie Abutilon theophrasti, os principais compostos encontrados
foram flavondides (delfinidina, cianidina, quercetina, miricetina, catequina e epicatequina)
capazes de inibir a germinacdo e o crescimento radicular de plantas-alvo e também de fungos
decompositores de sementes (Souza Filho et al. 2011). Das sementes de Hymenaea courbaril,
foram isoladas duas substancias com atividade fitotxica e antiflngica, a ipomopsina e a
himineina, exsudadas logo no inicio do processo de embebicdo (Simdes 2008; Simdes et al.
2008).

Ceballos et al. (1998) observaram, através de estudos anatbmicos das sementes de
duas espécies de Sesbania (Fabaceae), altas concentragdes de compostos fenolicos e, por meio
de localizacdo histologica, demonstraram que esses compostos estdo localizados
principalmente no tegumento e no parénquima sub-hilar das sementes, sendo rapidamente
liberados durante o processo de embebicdo. Esses mesmos autores verificaram que a especie
anual S. vesicaria (Jacg.) Elliott libera o flavondide luteolina e pequenas quantidades de
proantocianidinas, enquanto a espécie perene S. drummondii (Rydb.) Cory libera

principalmente proantocianidinas.

4 Sesbania virgata

Sesbania virgata Cav. Pers. (sesbania) (Figura 3) € uma espécie tropical (Fabaceae),
nativa da América do Sul, encontrada nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, bem
como no Paraguai, Argentina e Uruguai (Pott & Pott 1994). Ela é pioneira, de crescimento
rapido e tolera a inundacdo. Essas caracteristicas permitem que a espécie seja utilizada na
recuperacdo de areas degradadas (Florentino et al. 2009; Schiavo et al. 2009; Souza et al.
2010). Andrade (2006) verificou que, ha cerca de duas décadas, sesbania era praticamente
desconhecida na regido Nordeste do Brasil, quando entdo comegou a ocupar margens de rios e

reservatorios, revelando-se mais recentemente como uma invasora capaz de provocar Serios



impactos nos ecossistemas, sobretudo, em matas ciliares, onde a mesma € capaz de suprimir a

regeneracao natural e de formar macicos populacionais dominantes.

Figura 3: Sesbania virgata. Aspecto da arvore (A), Folha (B), Flor (C) e Fruto (D) e Semente
(E) (Fotos: Jailton Mignoni 2015)

As sementes de sesbania acumulam galactomanano nas células do endosperma, um
polissacarideo de reserva que € mobilizado apds a germinacéo e cujos produtos de degradacédo
sdo utilizados para o desenvolvimento do embrido (Buckeridge & Dietrich 1996). Parte dos
acucares gerados durante a mobilizacdo do galactomanano é exsudada para o meio de
embebicdo, juntamente com substancias fitotoxicas e antifingicas, sugerindo a existéncia de
estratégias competitivas e de defesa que garantem o estabelecimento inicial da plantula. O
flavonoide (+)-catequina, encontrado nos exsudatos de suas sementes, afeta a germinacéo e o
crescimento inicial em diversas espécies vegetais. Além da catequina, outros compostos

foram detectados nos seus exsudatos. Acido abscisico (ABA) foi detectado no tegumento das



sementes de sesbania, porém, ndo se sabe se é exsudado (Simdes 2008; Simdes et al. 2008;
Tonini et al. 2006; 2010; Praxedes et al. 2011).

Estudos realizados pelos membros do grupo de pesquisa no qual este trabalho esta
vinculado demonstraram que o0s exsudatos de sementes de sesbania causam atraso na
germinacdo, no desenvolvimento e na mobilizacdo dos carboidratos de reserva em espécies
cultivadas. Nas espécies nativas Enterolobium contortisiliquum e Peltoporium dubium,
pertencentes a diferentes estagios sucessionais e que co-ocorrem com sesbhania, estes efeitos
foram bem menos intensos. Catequina isolada, por sua vez, afetou o crescimento radicular de
todas as espécies testadas (Simdes et al. 2008; Veronesi 2013; Coelho 2014; EI Id et al.
2015). Os efeitos dos exsudatos de seshbania e da catequina isolada ainda ndo haviam sido
avaliados em espécies que ndo co-ocorrem com sesbania, ou seja, que nao possuem historia

evolutiva em comum com ela.

Recentemente, uma nova hipotese sugere que efeitos fitotoxicos mais intensos sao
esperados entre plantas que ndo tém historias evolutivas comuns. Estes efeitos sdo observados
especialmente entre especies exoticas introduzidas em novos ambientes onde as plantas
locais, por ndo apresentarem estratégias adaptativas selecionadas para lidar com as fitotoxinas
exsudadas no meio pelas plantas introduzidas, acabam por ter seu desenvolvimento
comprometido e seu fitness diminuido (Carmo et al. 2012). Cummings et al. (2012) propéem
que esse efeito pode ser no sentido inverso, de modo a aumentar a resisténcia das
comunidades nativas a invasdo. Plantas exdticas e invasoras podem ser suscetiveis aos
aleloquimicos produzidos por espécies nativas o que poderia dificultar ou impedir a invaséo.
Entretanto, alguns aspectos ecoldgicos devem ser levados em consideracdo, por exemplo,
ambientes degradados podem facilitar a entrada e invasdo de espécies exoticas e invasoras.
Além disso, essas espécies em sua nova regido possuem, em geral, poucos
herbivoros/predadores especialistas e, a falta destes, pode contribuir para aumentar a
distribuicdo e abundancia das invasoras. Por outro lado, herbivoros generalistas iriam evitar a
predacdo nestas espécies, por elas apresentarem produtos quimicos novos de defesa o que
também contribuiria para a invasdo (Mack et al. 2000; Parker & Hay 2005; Cappuccino &
Carpenter 2005; Schaffner et al. 2011).

Estudos relacionados ao efeito e a resisténcia das espécies nativas sobre espécies
exoticas sdo escassos e 0s efeitos associados a aleloquimicos exsudados por sementes nessas

condicdes sdo praticamente desconhecidos.



5 Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit

Leucaena leucocephala, (leucena) espécie exotica, pioneira, também da familia
Fabaceae, é nativa do Sul do México e do Norte da América Central (Figura 4) e cultivada
para diversos fins econdmicos como obtengdo da madeira e celulose, forragem para animais
domésticos (caprinos) e adubacdo. Como muitas leguminosas, leucena faz simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos presentes no solo, e por isso, mas ndo
somente, tem sido frequentemente cultivada no Brasil para a recuperacdo florestal, uma vez
que melhora a qualidade fisico-quimica e biolégica do solo (Pires et al. 2001; Slot et al. 2012;
Vishwakarma et al. 2012). Por ser uma espécie de alta tolerancia a seca, resistente a pragas e
doencas e com capacidade de crescer em uma grande variedade de tipos de solo, tornou-se
importante na agrosilvicultura. Além disso, a composi¢do nutricional indicou que suas

sementes sdo grandes fontes de proteina e energia para 0s animais (Ahmed & Abdelti 2009).

o) k|

Inflorescéncia com botdes, (c) Folhas, (d) Fruto, (e) Sementes e (f) Aspecto geral (Adaptado:
Pandey & Kumar 2013)



Souza Filho et al. (1997) observaram que o extrato aquoso das sementes de leucena
apresentou efeito fitotoxico sobre trés plantas invasoras de pastagens, afetando principalmente
0 alongamento radicular de desmodio (Desmodium adscendens (Sw) DC.), guanxuma (Sida
rhombifolia K. Sch.) e assa-peixe (Vernonia polyanthes Less.). Os autores sugerem que,
provavelmente, este efeito estd associado ao aleloquimico mimosina (b-[N-(3-hidroxi- 4-
oxopiridil)]-a-aminopropidnico) (Figura 5), um amino&cido ndo protéico que esta presente nas

sementes (12,1% na matéria seca) (Ward & Harris 1976).
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Figura 5: Estrutura quimica da mimosina (Adaptado de Xuan et al. 2006)

6 Sesbania virgata x Leucaena leucocephala

No Brasil, sesbania e leucena sdo consideradas espécies invasoras, mas ambas foram
utilizadas por décadas para recuperar areas degradadas. Suas sementes tém em comum o fato
de possuirem como principal carboidrato de reserva galactomanano e que perfaz,
respectivamente, 21,2 e 10,4 %, da massa seca. O galactomanano presente no endosperma das
sementes, além do papel de reserva, possui importante funcdo no controle da hidratacdo do

embrido durante o processo de embebicao (Buckeridge et al. 2000).

Sesbania, por demonstrar grande plasticidade e tolerancia a diferentes ambientes com
baixa fertilidade, tem sido promissora em experimentos em campo para a restauracdo de areas
degradadas por extracdo de argila e em solos contendo lixo urbano (Coutinho et al. 2005;
Nobrega et al. 2008). Em estudos in vitro realizados com o0s exsudatos de suas sementes, a
catequina liberada para o meio parece ndo ser a unica substancia responsavel pelos efeitos
fitotoxicos descritos para a espécie, sendo que outros compostos presentes nos exsudados
podem contribuir para seu comportamento agressivo, por exemplo, o &cido abscisico (ABA)
(Tonini et al. 2010; Veronesi 2013; Coelho 2014; El Id et al. 2015).

Compreender 0s mecanismos existentes nas espécies invasoras e exoticas que

garantem seu sucesso em novos ambientes é fundamental para entender as interacdes planta-
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planta e os processos ecofisiolégicos envolvidos nas vantagens adaptativas que algumas
espécies apresentam durante seu estabelecimento inicial, contribuindo assim, para estudos do
comportamento invasor e para o processo de recuperacdo de areas degradadas. Poucos sdo 0s
trabalhos relativos ao papel dos aleloquimicos liberados das sementes nativas sobre espécies
exoticas e sua influéncia na degradacdo dos carboidratos de reserva e atividade das enzimas
relacionadas a essa degradacdo. Sendo assim, sesbania e leucena que possuem caracteristicas
comuns foram selecionadas para este trabalho visando testar a hipdtese que algumas espécies
exdticas e invasoras podem ser sensiveis aos aleloquimicos produzidos por espécies nativas, e
estas por sua vez, aumentam sua resisténcia contra a invasdo por plantas exoticas (Carmo et
al. 2012; Cummings et al. 2012).
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Objetivos
Geral

Avaliar o efeito alelopatico mdtuo entre a espécie nativa invasora sesbania e a exotica
leucena.

Especificos

> Avaliar o efeito alelopético dos exsudatos de sementes de leucena e da mimosina
comercial sobre a germinacdo e o crescimento inicial de sementes e plantulas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) e arroz (Oryza sativa L.).

» Analisar o efeito dos exsudatos de sementes de seshbania, bem como da (+)-catequina
comercial, sobre a germinagdo e o crescimento inicial das sementes e plantulas de
leucena.

» Auvaliar o efeito da co-germinacdo das sementes de sesbania sobre a germinagéo e a
degradacédo dos carboidratos de reserva das sementes de leucena, testando a hipotese
que espécies exoticas invasoras sdo sensiveis aos aleloquimicos exsudados por
espécies nativas.

» Quantificar o acido abscisico (ABA) nos exsudatos de sementes de sesbania e avaliar

seu efeito sobre a germinacéo e desenvolvimento de leucena.
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Parte 1. Efeito dos exsudatos de sementes de L. leucocephala e de mimosina comercial sobre
a germinacdo de sementes e o crescimento inicial das plantulas de tomate e arroz

1 Metodologia

1.1 Material bioldgico

e Sementes de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena) e de tomate (Solanum
lycopersicum L.) cv. Santa Cruz Kada foram adquiridas no comércio local.
e Sementes de arroz (Oryza sativa L.) cv. Ourominas foram fornecidas pela Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria EMBRAPA, Santo Antdnio de Goias, GO.

1.2 Obtencéao dos exsudatos de sementes de leucena

Sementes de leucena foram escarificadas mecanicamente com auxilio de lixa, na regido
oposta ao crescimento da radicula, e desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sodio
comercial a 10% (solugéo original contendo cloro ativo 2,5% p/p) por 10 minutos e lavadas
abundantemente com &gua destilada autoclavada, conforme descrito por Cardoso et al.
(2012). As sementes foram colocadas em placas de Petri (15 cm de didametro) contendo papel
de filtro embebido em agua destilada (0,7 mL/semente) e mantidas em camara climatizada
(Estufa BOD) a 25°C+2°C, em fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias. A cada dia apds o
inicio do processo de embebicdo (1° ao 5° dia), as sementes foram removidas das placas e os
exsudatos obtidos foram coletados com o auxilio de uma pipeta Pasteur. O papel de filtro foi
lavado com agua destilada (105 ml/placa) e a 4gua de lavagem reunida aos exsudatos, e estes,
filtrados em membrana de nailon, congelados e liofilizados. O potencial osmotico e o valor de
pH dos exsudatos de diferentes dias foram determinados através de Osmoémetro Vapro® 5520

e do pHmetro EDGE® Hanna®, respectivamente.

1.3 Quantificacdo de compostos nos exsudatos de sementes leucena

Aliquotas dos exsudatos liofilizados de sementes de leucena, obtidos a cada dia do
processo germinativo (item 1.2), foram diluidas em agua destilada na concentracdo de 1 mg
mL™ e submetidas & dosagem de actcar total pelo método do fenol-sulfarico (Dubois et al.
1956), sendo utilizada glucose como padrdao. O conteldo de aminoacidos totais livres foi

quantificado pelo método descrito por Yem & Cooking (1955), utilizando leucina como
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padrdo. As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) tendo albumina de
soro bovino como padrdo. Fenois totais foram quantificados pelo método Folin-Ciocalteau
(adaptado de Marinova et al. 2005), usando &cido galico como padrdo. Catequina foi
quantificada pelo método de vanilina cloridrica como método preliminar conforme
Broadhurst & Jones (1978) e pelo sistema de HPLC Varian (Simdes 2008) comparada a (+)-
catequina comercial (Sigma-Aldrich).

1.4 Quantificacéo e identificagdo da mimosina nos exsudatos de leucena

Mimosina foi quantificada pelo método descrito por Champanerkar et al. (2010). A 25
miligramas (mg) dos exsudatos liofilizados (item 1.2) foram adicionados 10 mL de metanol.
A amostra foi agitada em vértex durante 2 minutos e entdo solubilizada sob agitacdo
constante por 60 minutos a temperatura ambiente. O material foi centrifugado a 4600 g por 15
minutos e filtrado atraves de papel de filtro Whatman n° 41 (E. Merck), sendo o sobrenadante
recolhido e denominado solugcdo B. Ao residuo foram adicionados 10 mL de acido cloridrico
(HCI) 1% e, apos a agitacdo em vortex durante 2 minutos, a solugdo permaneceu em repouso
por 12 horas a temperatura ambiente. O material foi filtrado atraves de papel de filtro
Whatman n° 41 e o sobrenadante recolhido foi denominado solugdo C. Um mL da solugcéo C
foi diluido na fase movel (metanol:formiato de aménio 10 mM (80:20, v/v) até atingir o
volume de 10 mL, entdo filtrado e injetado (20 pL) em coluna Cis em sistema de HPLC
Varian, com separacéo realizada em gradiente linear contendo metanol:formiato de amdnio 10
mM (80:20, v/v) com fluxo de 1 mL min™ a 280 nm. Mimosina comercial (Sigma) foi
utilizada como padrdo. Uma aliquota da solucdo C (2 mL) foi seca em evaporador do tipo
“speedvac” e dissolvida em metanol (1 mL) para identificacdo da mimosina por espectometria
de massas (EM). Os picos foram comparados com o padrdo de mimosina comercial. Essa
analise foi realizada no Departamento de Quimica da USP (Universidade de Sdo Paulo)

conforme descrito por Champanerkar et al. (2010).

1.5 Quantificacé@o de acido abscisico (ABA) nos exsudatos de leucena

As extracbes de ABA foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Botéanica da USP, sob a supervisdo do Dr. Luciano Freschi. Para a extracdo
de ABA, 10 mg de massa seca dos exsudatos de sementes de leucena obtidos no item 1.2
foram colocados em um tubo eppendorf e a eles adicionados 500 pL de agua deionizada,

sendo o pH ajustado para 2,5 a 3,0 com 4cido acético p.a. Em seguida, foram adicionados 500
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L de acetato de etila e 100 ng de padrdo marcado de ABA ([°H6]-ABA). As amostras foram
agitadas em vortex, centrifugadas a 14200 g por 5 minutos, sendo a fase superior coletada e
transferida para novo eppendorf. Este procedimento foi repetido por trés vezes, as fracoes
foram reunidas e completamente secas sob vacuo. O material resultante foi dissolvido em 100
pL de metanol, transferido para o inserto do frasco de analise e novamente seco.
Posteriormente, foram adicionados 30 pL de metanol e 10 pL de trimetilsilil-diazometano, e
as amostras foram sililadas por incubagdo a temperatura ambiente durante 30 minutos e, na
sequencia, secas sob nitrogénio gasoso. Apos a adicdo de 30 pL de metanol, as amostras
foram solubilizadas e analisadas em cromatdgrafo a gas com monitoramento seletivo de ions
(CG-EM-MSI) Hewlett-Packard modelo 6890, acoplado a um espectrémetro de massas
modelo 5973. Utilizou-se uma coluna de separa¢cdo DB-5ms (30m, 0,25mm, 0,5umfil-
Agilent), tendo hélio como gas de arraste, com fluxo de 0,83 mL min™. As injecdes foram
realizadas por meio de injetor automatico Hewlett-47Packard modelo LS-1100 e o volume
injetado de cada amostra foi de 2 pL, com modo de injecédo splitless, velocidade linear de
33,9cm/seg. A quantificacdo do ABA foi realizada conforme descrito por Ludwig Muller et
al. (2008). Foram monitorados os ions com relacdo massa/carga (m/z) 134, 162 e 190
correspondentes a0 ABA endégeno e 138, 166 e 194 correspondentes ao [°H6]-ABA. A
concentracdo endogena de ABA foi obtida pela comparacdo entre as areas dos picos nos

cromatogramas extraidos em m/z 190 e 194.

1.6 Extracgdo e analise de carboidratos sollveis presentes nos exsudatos de sementes leucena

Aliquotas de 50 mg de exsudatos liofilizados (item 1.2) de sementes de leucena foram
submetidos a extracdo de carboidratos soluveis, conforme descrito por Carvalho et al. (2013).
Ao material foi acrescentado 5 mL de etanol 80%. A mistura foi homogeneizada e incubada
em banho-maria a 80°C, por 15 minutos. Apos centrifugacdo (Sorvall Super T21, kendro
Laboratory Products, USA) a 1000 g por 15 minutos, o sobrenadante foi recolhido e o residuo
submetido ao mesmo procedimento por mais duas vezes. Os sobrenadantes foram reunidos e
concentrados em evaporador rotatorio (r-215, Buchi, Switzerland) a 36°C, até completa
remocdo do etanol. Os extratos foram retomados em 2 mL de agua destilada e analisados
quanto aos teores de acUcares totais pelo mesmo método descrito no item 1.3. A leitura da

absorbéncia foi realizada a 490 nm, em espectofotémetro (SP-22 Bioespectro, Curitiba, PR).
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1.7 Andlise qualitativa dos carboidratos solUveis por cromatografia liquida de troca anibnica
de alta resolu¢cédo (HPAEC/PAD)

Aliquota de 1 mL dos extratos obtidos pela extracdo etanélica descrita no item 1.6
foram purificados em coluna de troca anidnica de 5 mL, utilizando resinas Dowex de troca
catidnica 50x8 (100-200 mesh) e ani6nica 1x8 (52-100 mesh). A eluicdo foi realizada com 30
mL de &gua deionizada e o volume final teve o pH ajustado para 7,0 com hidréxido de
amonio 0,4 M. Apds a purificagdo, as amostras foram liofilizadas, retomadas em 2 mL de
agua deionizada e novamente submetidas a quantificacdo de aclUcares para ajuste da
concentracdo a 400 pg mL™. A analise da composicdo dos aclcares solaveis foi realizada por
cromatografia de troca aniénica de alto desempenho com detector de pulso amperométrico
(HPAEC/PAD) em cromatégrafo liquido DIONEX modelo I1CS-3000 (Dionex,
ThermoScientific, USA), utilizando uma coluna Carbo-Pac PAL. Os carboidratos soliveis
foram eluidos isocraticamente com 60 mM de NaOH, com fluxo de 0,25 ml min™ por 35
minutos. A identificacdo dos acgucares foi feita por comparagdo com os tempos de retencao
obtidos com padrdes comerciais (Sigma) disponiveis de frutose, glucose, sacarose, rafinose,
estaquiose. Para analise de monossacarideos neutros oriundos da parede celular, foi utilizada
eluicdo isocratica com NaOH 16 mM, com fluxo de 0,25 ml min™*, em tempo de corrida de 35
min, sendo os agucares identificados por comparacdo dos tempos de eluicdo com padrdes

comerciais de fucose, ramnose, arabinose, galactose, glucose, xilose e manose.

1.8 Bioensaios com exsudatos de sementes de leucena

Este ensaio avaliou o efeito dos exsudatos das sementes de leucena e da mimosina
comercial isoladamente em sementes de tomate, arroz e em sesbania. Para tanto, cinco
sementes das diferentes espécies foram desinfestadas com hipoclorito de sédio comercial a
10% por 10 minutos, lavadas com agua destilada autoclavada e distribuidas em placas de Petri
(5 cm de diametro) contendo papel de filtro umedecidos com 3,5 mL de exsudatos de
sementes de leucena (1° a 5° dia) ou mimosina comercial (1 mg mL™). Para controle do
ensaio, cinco sementes de cada planta-teste foram colocadas em placas com 3,5 mL de agua
destilada autoclavada. O ensaio foi realizado em triplicata e as placas mantidas em camara
climatizada B.O.D. a 25°C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz por cinco dias. A distribuicao
das placas dentro da camara foi inteiramente casualizada. A germinacdo foi avaliada

diariamente, tendo como critério a emergéncia radicular. No 5° dia, as plantulas foram
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removidas das placas de Petri, sendo avaliado o comprimento da radicula e do hipocétilo. As
massas frescas foram obtidas com o auxilio de balanca, e o material foi seco em liofilizador e

pesado até obter peso constante.

1.9 Delineamento experimental e Andlise Estatistica

Em todos os ensaios realizados neste trabalho, o delineamento experimental foi
totalmente casualizado, com no minimo trés repeticGes por tratamento. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) utilizando programa SISVAR 5.3
(Ferreira 2010) e realizado o teste de comparacdao das médias dos diferentes tratamentos, por
Tukey, com nivel de significancia de 5% de probabilidade.

16



2 Resultados

2.1 Compostos exsudatos pelas sementes de leucena

Nos exsudatos de sementes de leucena foram detectados proteinas, compostos fendlicos,
acucares e aminoécidos durante o processo de embebicdo e germinacgdo das sementes (Figura
6 A-D). Foi observado maior teor destes compostos no 4° dia ap6s o inicio da embebi¢do com
decréscimo no 5° dia. Os compostos fendlicos aparecem em maior propor¢do quando
comparados as outras substancias (Figura 6 B).

O aminoéacido néo protéico, mimosina, foi liberado por sementes de leucena com teores
similares até o 3° dia, decrescendo ap0s este periodo (Figura 6 E). Acido Abscisico (ABA) foi
exsudado em maior quantidade no 4° dia, seguido de decréscimo no 5° dia (Figura 6 F).
Catequina ndo foi detectada nos exsudatos das sementes de leucena.

As andlises por HPAEC/PAD mostraram que sacarose, glucose e arabinose foram
encontradas em menores quantidades nos exsudatos de leucena quando comparados a
ramnose, galactose e manose, com aumento a partir do 3° dia de embebigdo (Figura 7 A-C).
Galactose e manose/xilose foram o0s acucares exsudados em maior quantidade, sendo
encontrados principalmente apos o 2° dia de embebicdo (Figura 7 D-F). Oligossacarideos da
série rafindsica como rafinose e estaquiose ndo foram detectados nos exsudatos durante o

processo germinativo.
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Figura 6: Contetdo de proteinas (A), compostos fendlicos (B), aclcares (C), aminoacidos
(D), mimosina (E) e acido abscisico (F) nos exsudatos de sementes de leucena durante o
processo germinativo. As barras representam o desvio padréo das médias de triplicatas (A-D).
A auséncia das barras e letras na figura E deve-se a uso de duplicatas técnicas. Letras iguais

ndo diferem estatisticamente entre os dias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 7: Carboidratos sollveis presentes nos exsudatos de sementes de leucena durante
cinco dias de processo de embebicdo e germinacdo, detectados por analises em HPAEC/PAD.
Sacarose (A), Glucose (B), Arabinose (C), Ramnose (D), Galactose (E) e Manose/xilose (F).
As barras representam o desvio padrdo das meédias das triplicatas (N=3). Letras iguais ndo

diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os dias.
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2.2 Efeito dos exsudatos de sementes de leucena na germinacéo e crescimento inicial de
tomate e arroz

Na presenca dos exsudatos de leucena ndo foi observada alteracdo significativa na
porcentagem de germinagdo e no indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de
tomate e arroz. Embora aparentemente haja uma tendéncia de atraso na germinagdo das
sementes de tomate na presenca dos exsudatos do 1°, 2°, 3° e 5° dia e estimulo a germinacao
quando na presenca dos exsudatos do 4° dia, diferencas significativas ndo foram observadas
comparadas ao controle (Tabelas 1 e 2). Interferéncia nesses processos também ndo foi
observada por efeito da mimosina comercial em tomate (Tabela 1). Em arroz, mimosina
parece interferir, ja que menores valores nestes parametros foram observados, porém ndo

foram encontradas diferengas significativas em relagéo ao controle (Tabela 2).

Por outro lado, os resultados das Tabelas 1 e 2 indicam efeitos dos exsudatos de
sementes de leucena no crescimento e desenvolvimento de tomate e arroz. Exsudatos a partir
do 1° dia de embebicéo afetaram o crescimento radicular de tomate, enquanto que somente 0s
do 3° dia diminuiram o comprimento do hipocétilo (Tabela 1). Em arroz, maior efeito dos
exsudatos dos diferentes dias foi observado na reducdo do comprimento do hipocotilo (Tabela
2). A mimosina comercial afetou severamente o crescimento radicular e do hipocotilo em

ambas as plantas-teste quando comparadas ao controle.

Maior valor de massa fresca e massa seca foi observado nas sementes de tomate
germinadas nos diferentes tratamentos, entretanto, na presenca da mimosina comercial,
somente a massa seca diferiu estatisticamente em relacdo ao controle (Tabela 1).
Diferentemente, em arroz, as massas fresca e seca ndo diferiram estatisticamente entre 0s

tratamentos (Tabela 2).

Apenas pela avaliacdo do aspecto visual das plantulas de tomate e arroz apos cinco dias
de tratamento com os exsudatos de sementes de leucena e a mimosina, notam-se os efeitos
alelopaticos das substancias exsudadas principalmente apds o 3° dia e também alteracGes
comparaveis aquelas provocadas pela mimosina sobre o crescimento de ambas as espécies
(Figura 8).
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Tabela 1. Porcentagem de germinagdo (%G), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
massas frescas e secas e crescimento inicial das plantulas de tomate, apés o 5° dia de
germinagdo na presenca dos exsudatos de sementes de leucena (1° ao 5° dia) e de mimosina
comercial (1 mg mL™). O controle refere-se ao tratamento com agua destilada autoclavada
N=3 (5 sementes/replicata).

Compr. Compr.
Massa Fresca Massa seca
Tratamentos % G IVG Radicula Hipocétilo
(mg) (mg)
(cm) (cm)
Controle 93,3 2,9+0,56 17,2+1,76 6,5+2,23b 2,43+0,67 a 1,04+0,14a
Exsudato 12 dia 73,3 2,4+0,64 18,1+0,21 9,7+1,68ab 0,29+ 0,11 bc 0,74+0,19a
Exsudato 22 dia 73,3 2,1+0,76 14,8 £ 0,21 7,9+0,65ab 0,60 £ 0,08 bc 0,73+0,15a
Exsudato 32 dia 86,7 2,5+0,35 18,8+ 1,19 8,4+ 2,08 ab 0,13+ 0,04 bc 0,12+0,05b
Exsudato 42 dia 100,0 3,0+ 0,85 22,2+4,59 8,0+ 2,80 ab 1,15+ 0,27 b 0,69+0,0la
Exsudato 5¢ dia 733 26+046  2LA4%f169 113+13ab  0,25+0,08c  0,20+0,1la
Mimosina 86,7  2,5+0,49 260+360  122+1,8a  0,19+0,08c  0,10+0,00b

Colunas seguidas da mesma letra ou ausentes ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05).

Tabela 2. Porcentagem de germinagdo (%G), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
massas frescas e secas e crescimento inicial das plantulas de arroz, apds o quinto dia de
germinacdo na presenca dos exsudatos de sementes de leucena (1° ao 5° dia) e de mimosina
comercial (1 mg mL™). O controle refere-se ao tratamento com agua destilada autoclavada

N=3 (5 sementes/replicata).

%G Massa fresca Massa seca Con:ipr. .ComE)r..
Tratamentos IVG Radicula Hipocétilo
(8) (8) (cm) (cm)
Controle 933 34+08 050+004  013+0006 2,70+0,06a 1,54+0,02a
Exsudato 1° dia 933 35:+04  047+0,04 01240127 271+0,12a 1,14+0,01bc
Exsudato 22 dia 933  34:+08 0454002  013+0,001 2,77+033a 1,55+0,07b
Exsudato 3¢ dia 866  31+04  047+0,02  0,12+0,004 1,38+0,28ab 1,14+0,02cd
93,3
Exsudato 42 dia 36404  041+001  0713t0,009  1,97+023a 1,40+ 0,08 b
86,6
Exsudato 5¢ dia 3,405  044+002  013+0,005 1,79+023a 1,10+0,14d
60,0
Mimosina 1,7+11  043+0,04 01340008 015+0,12b 0,10+0,01e

Colunas seguidas da mesma letra ou ausentes nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05).
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Figura 8: Aparéncia das plantulas de tomate e arroz germinadas na presenca dos exsudatos de
sementes de leucena obtidos do 1° ao 5° dia posterior o inicio da embebicdo e da mimosina
comercial (M) (1 mg mL™) e apés cinco dias de tratamento. O controle (C) representa as

plantulas germinadas em agua destilada autoclavada.
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3 Discussao

No presente trabalho, sementes da leucena quando escarificadas completaram seu
processo de embebicdo aproximadamente em dois dias em contato com a 4gua, momento em
que ocorre a protusao da radicula. Ja nas primeiras 24 horas de embebigdo ocorre a exsudacdo
de acucares, proteinas e substancias bioativas. Simdes (2008) verificou que, nos exsudatos de
sementes de sesbhania, 0s acucares encontrados logo no inicio do processo de embebicdo séo
provavelmente produtos da degradacdo dos oligossacarideos da série rafinose, que sdo
formados por galactose e sacarose. Esses acUcares foram descritos como reserva presente na
camada do aleurona sendo degradados antes da protusdo da radicula, parte deles sendo
encontrada nos exsudatos (Buckeridge & Dietrich 1996). Possivelmente, 0 mesmo ocorre
durante o processo de embebicdo das sementes de leucena, que assim como sesbania, é uma
leguminosa que possui endosperma (Buckeridge et al. 1995) e na qual elevados teores de
oligossacarideos da série rafinosica foram encontrados durante a maturacdo de suas sementes
(Chien et al. 1996).

O endosperma das sementes de leucena € composto principalmente de galactomanano,
um polissacarideo de reserva, que a plantula utiliza para o seu crescimento inicial (Buckeridge
et al. 1995). Durante o processo de germinacdo das sementes de leguminosas, 0 conteudo de
oligossacarideos da série rafindsica tende a diminuir durante as fases iniciais da embebicéo. A
degradacdo do galactomanano tem inicio ap0s a protusdo da radicula pela acdo de enzimas
que hidrolisam o polissacarideo até seus monossacarideos constituintes que sdo manose e
galactose. Estes, posteriormente, sdo translocados para o embrido e utilizados para o seu
crescimento e desenvolvimento (Buckeridge & Dietrich, 1996; Buckeridge et al. 2004), o que
pode explicar a auséncia de oligossacarideos da série da rafinose e o aumento dos niveis de
acucares, manose e galactose, nos exsudatos de leucena ap0s o 2° dia de embebicéo (Figura 7
EeF).

A maior quantidade de acuUcares nos exsudatos de sementes de leucena (Figura 7)
coincidiu com os maiores efeitos fitotoxicos observados no crescimento e desenvolvimento
das plantulas de tomate e arroz (Tabela 1 e 2). Altas concentragdes de manose podem estar
relacionadas ao efeito, visto que, mesmo em baixas concentracdes, ela pode ser fitotoxica
(Pego et al. 1999; Baskin et al. 2001). Simdes (2008) verificou grande quantidade de agucares
(manose e galactose) nos exsudatos de sementes de sesbania coletados até o 6° dia de

23



germinacdo e, no mesmo periodo de maior exsudacdo desses acUcares, houve reducdo no
crescimento das plantulas de alface e tomate. No presente estudo, compostos de reserva
exsudados de leucena também podem ter contribuido para intensificar os efeitos ocasionados

pelos exsudatos no desenvolvimento das plantulas de tomate e arroz.

Assim como descrito para sesbania, ao longo do processo de embebicdo e exsudagédo
das substéncias pelas sementes de leucena também foram observados maiores efeitos
fitotoxicos em plantulas de tomate e arroz, o que sugere aumento da exsudacdo de substancias
inibidoras com a germinacéo nestas espécies. Ceballos et al. (1998) descrevem que durante o
processo de germinacao, no qual ocorre a liberacdo de parte dos aglUcares para o ambiente, a
semente fica mais vulneravel ao ataque de patdgenos e de herbivoros. Substancias bioativas
exsudadas das sementes que sdo capazes de restringir ou inibir este ataque podem conferir
vantagens no periodo de estabelecimento inicial da plantula. No presente estudo, compostos
fendlicos foram exsudados em altas concentracGes com valores bem superiores ao de outras
substancias por sementes de leucena (Figura 6 B). A presenca de compostos fendlicos no
tegumento das sementes, assim como no endosperma e folhas de leucena, ja foi descrita
(Chou & Kuo 1986; Serrato-Valenti et al. 1994; 1995; Kader et al. 2008). Em extratos
aquosos de folhas de leucena foram identificados diversos compostos fendlicos dentre eles:
quercetina, acido galico, &cido ferdlico e p-cumarico (Chou & Kuo 1986). Simdes et al.
(2008) detectaram altas concentracbes de catequina, composto fendlico, nos exsudatos de
sementes de sesbania e que apresentou atividade fitotoxica em diferentes espécies. Neste
trabalho, ndo foi detectada a presenca da catequina nos exsudatos de sementes de leucena,

indicando que outras substancias fenolicas devem ser aquelas exsudadas pelas suas sementes.

Compostos fendlicos podem inibir a germinacédo de esporos e o crescimento micelial de
diferentes fungos patogénicos, assim como, a germinacdo de sementes (Chérif et al. 2007;
Mandal et al. 2010). Por outro lado, alguns desses compostos, como os flavondides,
apresentam importante papel no estabelecimento de simbiose de leguminosas com bactérias
no solo, agindo como substancias atrativas que induzem a nodulacdo (Cesco et al. 2012).
Dessa forma, fenolicos podem agir de modo diferenciado. Cabe lembrar que, leucena € uma
leguminosa que faz simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio presentes no solo (Pires et
al. 2001). A grande quantidade dessas substancias fendlicas exsudadas durante o processo de
embebicdo e germinacdo pelas suas sementes pode, assim, estar relacionada ao processo de

simbiose da espécie com 0s microorganismos do solo.
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Substancias exsudadas, tais como agucares, compostos fendlicos e aminoécidos podem
mascarar o efeito alelopatico dos extratos por interferir no pH e serem osmoticamente ativos
(Ferreira & Aquila 2000). No presente trabalho, o potencial osmético dos exsudatos de
leucena de diferentes dias variou de 130-134 MOsmol (-0,34 MPa) e 0 pH manteve-se ao
redor de 5,0, valores muito préximos a aqueles encontrados na agua utilizada como controle (-
0,33 MPa e 5,5, respectivamente). Gatti et al (2004) verificaram que 0s extratos aquosos de
diferentes 6rgaos de Aristolochia esperanzae apresentaram varia¢do no potencial osmético de
-0,13 a -0,35 MPa e de 5,1 e 6,4 nos valores de pH. De acordo com 0s mesmos autores,
extratos com pH extremamante acido ou alcalino podem afetar negativamente a germinacéao
de sementes e 0 crescimento de plantulas. No presente trabalho, o pH dos exsudatos de
leucena manteve-se proximo de 5,0 sugerindo que este, provavelmente ndo interferiu no efeito
alelopético causado em tomate e arroz. Extrato de folhas senescentes de Sapindus saponaria
apresentou potencial osmotico de -0,30 MPa e a germinacdo de sementes de Ipomoea
grandifolia ndo foi afetada na presenca de solucdo de PEG (polietilenoglicol) no mesmo
potencial osmotico (Grisi et al. 2012). Testes com solugdes inertes (por exemplo, PEG) nao
foram realizados neste estudo, porém, os valores do potencial osmotico dos exsudatos de
leucena foram muito similares ao da agua utilizada como controle no ensaio, indicando que
este fator ndo deve ser responsavel pelos efeitos fitotoxicos causados na germinagdo e

crescimento inicial de sementes de tomate e arroz.

Acido abscisico (ABA) foi detectado em exsudatos das sementes de leucena logo no 1°
dia de embebicdo, com aumento significativo no 4° dia, entretanto, em quantidades bem
inferiores se comparado a outras substancias exsudadas (Figura 6 F). O ABA, em
determinadas concentracfes, pode causar atraso da germinacdo, reducdo do crescimento da
radicula e inibicdo da mobilizacdo de reservas de sementes (Grot & Karsen 1992; Potomati &
Buckeridge 2002; Kermode 2005; Tonini et al. 2006).Ye et al. (2011) verificaram que baixa
concentracdo de ABA (1uM) aplicada exdgenamente afetou a germinacdo de sementes de
arroz durante o processo de embebicdo das sementes. Na literatura, ndo ha relatos da presenca
de ABA nos exsudatos de sementes de leucena, porém, sua participacdo nos efeitos

alelopéaticos observados no presente trabalho € uma possibilidade a ser investigada.

Em todas as partes da planta de leucena foi detectada a presenca de mimosina, um
aminoacido ndo protéico, que apresenta potencial alelopatico (Soedarjo & Borthakur 1996;
Xuan et al. 2006; Ali et al. 2010). No presente trabalho, mimosina foi detectada nos

exsudatos de sementes de leucena ao longo do processo de embebicdo e germinacdo de suas
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sementes. Sua presenca foi confirmada através de analise por espectrometria de massas (EM)
e ionizacdo no modo negativo por comparagdo com padrdo auténtico de mimosina comercial
(dados ndo mostrados). Ela foi observada em maior quantidade no 3° dia apds inicio da
embebicdo (Figura 6 E), enquanto o teor de aminodcidos totais livres foi maior no 4° dia de
germinacdo, o que indica que ha exsudacdo de outros aminoacidos além da mimosina durante
a germinacdo de leucena. Maior efeito inibitério no comprimento radicular e do hipocotilo das
plantulas de tomate coincidiu com 0 mesmo periodo de maior exsudagdo de mimosina pelas
sementes de leucena. Efeitos similares também foram observados nos ensaios com mimosina
comercial (Tabela 1), sugerindo que esta possa estar relacionada aos efeitos alelopaticos
causados pelos exsudatos de leucena em sementes de tomate e arroz. Xuan et al. (2006)
verificaram diferenca nos teores de mimosina em diferentes partes da planta e fases de
desenvolvimento de leucena apds a imersdo em agua destilada por curtos periodos de tempo.
Sementes imaturas exsudaram maior quantidade de mimosina (4,11 mg L™) se comparadas a
sementes quiescentes (1,79 mg L™). O mesmo ocorreu para outros tipos de 6rgéos e tecidos
da planta, sendo a quantidade de mimosina exsudada proporcional ao periodo de
desenvolvimento da planta, o que pode explicar as variagdes dessa substancia observadas ao
longo do periodo germinativo no presente trabalho (Figura 6 E). Os mesmos autores
observaram a exsudacdo da mimosina pelas sementes até as 24 horas de embebicdo. Neste
trabalho, foi demonstrado que a exsudacdo da mimosina persiste ao longo do processo de

germinacéo, além das 24 horas.

A concentracdo de mimosina encontrada nos exsudatos de leucena é de cerca de 40 pg
mL™, sendo bem inferior aquela & de mimosina comercial (1 mg mL™) utilizada nos ensaios.
Xuan et al. (2006) analisaram o efeito da mimosina comercial em seis diferentes espécies
indicadoras: Brassica rapa, Phaseolus vulgaris, Bidens pilosa, Lolium multiflorum, Mimosa
pudica e na propria leucena. Em doses de 1 a 10 mg L™ a mimosina estimulou a emergéncia
da radicula em todas as espécies, porém, em 50 e 1000 mg L™ o crescimento foi inibido para
quatro das espécies acima, menos para M. pudica e leucena. Prasad & Subhashini (1994)
verificaram que mimosina na concentragdo de 100 ppm afetou significativamente a
germinacdo e o crescimento radicular em sementes e plantulas de arroz, porém, na
concentracdo de 50 ppm ndo houve diferenca, assim como, ndo foi observado diferenca na
massa fresca da raiz e hipocotilo. Diferente disso, no presente estudo, mimosina comercial
alterou a massa seca de tomate (Tabela 1), sugerindo possivel efeito inibidor no processo de

embebicdo de agua que, por conseguinte, tem influéncia no processo de germinacdo e
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crescimento inicial da plantula. Outro aminoacido ndo protéico também descrito com
potencial alelopatico é o L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) encontrado nas raizes,
folhas e sementes de Mucuna pruriens. DC. Ele foi capaz de reduzir o crescimento de soja
(Glycine max) e ervas daninhas (Nishihara et al. 2004; Topal e Kocacaliskan 2006; Soares et
al. 2011). Isto sugere que esses compostos apresentam efeitos alelopaticos caracteristicos
capazes de conferir vantagens sobre espécies-alvo.

MBOA (6-metoxi-2-benzoxazolinona) um potente aleloquimico presente em espécies
da familia Poaceae, inibiu a germinacdo das sementes de 12 plantas-alvo dentre elas tomate,
alface, agrido, arroz e outras espécies de cereais. As espécies da familia Poaceae (capim-arroz,
aveia-selvagem, arroz, centeio, azevém e trigo) foram menos sensiveis a esse inibidor do que
as outras espécies vegetais (Kato-Noguchi & Macias 2008). No presente estudo, sementes e
plantulas de tomate parecem ter sofrido maior influéncia dos exsudados de leucena e da
mimosina isolada, comparadas as de arroz, indicando que diferentes espécies apresentam

sensibilidade distinta aos aleloquimicos contidos nos exsudatos dessa espécie exatica.

O potencial alelopatico dos extratos de folhas de leucena em diferentes concentracdes
foi avaliado em alface (Lactuca sativa L.), soja (Glycine max) e em corda de viola (Ipomoea
grandifolia) e picdo-preto (Bidens pilosa L.), estas ultimas, espécies consideradas invasoras
em culturas de soja. Os resultados apontaram inibicdo da germinacéo e crescimento inicial da
alface e reducdo nos mesmos parametros para as especies invasoras com 0 aumento da
concentracdo dos extratos, porém os mesmos efeitos ndo foram observados para soja (Mauli
et al. 2009). Sherer et al. (2005) verificaram gque extrato aquoso do fruto de leucena na menor
concentracdo (20%) afetou a porcentagem de germinacdo e o comprimento radicular de
canafistula (Peltophorum dubium Spreng), espécie arborea nativa. Neste trabalho, o0s
exsudatos de sementes de leucena e a mimosina comercial ndo afetaram a germinacdo e o
crescimento inicial das sementes e plantulas de sesbania, espécie nativa com comportamento
invasor (dados ndo apresentados). Xuan et al. (2006) verificaram que a quantidade de
mimosina varia de acordo com o 6rgdo e tecido de leucena. Mimosina é encontrada em maior
quantidade em folhas jovens, seguida nas sementes maduras, isso pode explicar as variacoes

dos efeitos fitotdxicos de diferentes partes da planta de leucena sobre diferentes espécies.

A presenca de mimosina em diversas partes da planta de leucena, por vezes, em altas
concentracBes, tem despertado interesse do ponto de vista ecoldgico, ja que constitui

substancia promissora na possibilidade de utilizacdo como herbicida natural e na remediacéo
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de solos. No solo, a mimosina pode formar um complexo ferroso, por se ligar a ions de ferro.
A adicdo de cloreto férrico (FeCL3) & mimosina na proporg¢do 4:6 mostrou que a toxicidade da
mesma foi reduzida, sugerindo que esta razdo pode trazer beneficios para diminuir o problema
da toxicidade do solo causado pela mimosina em areas onde leucena cresce. Por outro lado,
mimosina isolada de folhas jovens de leucena adicionada em solos cultivados pode ser
utilizada no controle biolégico de ervas daninhas (Gupta & Atreja 1988; Xuan et al. 2006).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que as sementes
de leucena exsudam diversos metabolitos que pouco afetam a germinacdo, porém agem
negativamente no crescimento e o desenvolvimento de outras espécies. Mimosina parece ser o
principal composto com potencial alelopético, entretanto, outros compostos exsudados, nao
identificados, podem contribuir para seu comportamento de espécie exotica invasora bem

sucedida.
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Parte 2. Efeitos da co-germinacdo de sementes de S. virgata sobre a germinacdo e
mobilizacdo dos carboidratos de reserva de sementes de leucena

4 Metodologia

4.1 Material Bioldgico

e Sementes de S. virgata (Cav.) Pers (sesbania) foram coletadas de matrizes
existentes no municipio de Lavras, MG.

e Sementes de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena) foram

adquiridas no comércio local.

4.2 Curva de co-germinagdo com numero crescente de sementes de seshania

Sementes de sesbania e leucena foram escarificadas mecanicamente com lixa,
desinfestadas com hipoclorito de sodio comercial a 10% (cloro ativo 2,5% p/p) por 10

minutos e lavadas abundantemente com &gua destilada autoclavada antes dos ensaios.

Um namero crescente de sementes de seshania (1 a 5) foi distribuido em caixas tipo
gerbox transparentes (3,5 x 3,5 x 4,5 cm) contendo papel de filtro e ao lado de sementes de
leucena. Um ensaio inverso também foi realizado com o aumento do nimero de sementes de
leucena e uma semente de sesbania. As sementes foram embebidas com 5 mL de agua
destilada e as caixas foram mantidas em camara climatizada B.O.D a 25°C, sob fotoperiodo
de 12 horas. O ensaio foi realizado com trés repeticGes bioldgicas contendo doze sementes de
leucena ou de sesbania em cada repeticdo, totalizando trinta e seis sementes por tratamento. A
germinacdo foi monitorada por cinco dias sendo a emergéncia radicular utilizada como
critério de germinacdo. Apos este periodo, as sementes e plantulas de ambas as espécies
foram retiradas das placas de Petri e o comprimento da radicula e hipocétilo das plantulas,
assim como, massa fresca e seca foi avaliado. O material coletado de leucena foi congelado
em nitrogénio liquido, liofilizado e utilizado para as analises de carboidratos soluveis.
Posteriormente, um novo ensaio de co-germinacdo com duas sementes de sesbania e uma
semente de leucena foi realizado sob as mesmas condicBes descritas acima. A cada dia, 0
endosperma das sementes de leucena foi separado manualmente do tegumento e embrido e
coletado, pesado, rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -

20°C para extracdo de galactomanano e analises enzimaticas.
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4.3 Analises dos carboidratos

4.3.1 Extracdo e analise quantitativa de carboidratos solUveis por cromatografia liquida de
troca anionica de alta resolu¢cédo (HPAEC/PAD)

Cem miligramas de massa seca do material obtido no item 4.2 foram submetidos a
extracdo de carboidratos soliveis seguindo o método de Carvalho et al. (2013) e conforme
descrito nos itens 1.6 e 1.7 (Parte 1) deste trabalho. Os residuos da extracéo foram liofilizados
para posterior quantificacdo de amido.

4.3.2 Extracéo e quantificacdo de amido

O residuo da extracdo dos carboidratos soluveis do item acima 4.3.1 foi utilizado para a
quantificacdo do amido pelo método enzimético, conforme descrito por Amaral et al. (2007).

Ao material (10 mg) foi adicionado 0,5 mL (120 U mL ™) de alfa-amilase termoestavel de
Bacillus licheniformis (Megazyme ®), diluida em tampdo MOPS [acido 3-(n-morfolino)
propanosulfénico] 10 mM pH 6,5, sendo a incubacdo das amostras efetuada a 75°C, por 30
minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 120 unidades de enzima.
As amostras foram resfriadas até 50°C (em banho-maria), sendo entdo adicionada uma
solugdo contendo 0,5 mL (30 U mL-1) de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus niger
(Megazyme ®), em tampdo acetato de sédio 100 mM, pH 4,5, seguida por incubacdo. Este
procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 30 unidades de enzima. Apds as quatro
incubacgdes descritas acima, foram acrescentados 100 pL de acido perclérico 0,8 M para
interromper a reacdo e precipitar proteinas. A quantificacdo do amido foi realizada através da
liberacdo de glucose pela quebra enzimatica. Desta forma, foram incubados 20 pL de extrato
e 300 pL do reagente GODPOD (Glicose PAP Liquiform/ Centerlab ®), contendo as enzimas
glicose oxidase e peroxidase (GOD-POD) e 4-aminoantipirina e fenol em pH 7,5, a 37°C por
15 minutos. Apoés a incubacéo, o teor de glucose foi determinado em leitor de microplacas de
ELISA em comprimento de onda de 490 nm, utilizando glucose (Sigma) como padrdo. Todas

as andlises foram realizadas em triplicatas.
4.3.3 Extracdo de galactomanano do endosperma de leucena

Uma amostra dos endospermas isolados de leucena (item 4.2) foi seca, moida, pesada e
homogeneizada em &gua destilada (100 mL g™ de pé) a 80°C, por 8 horas. O extrato foi
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filtrado em membrana de nailon e submetido a precipitacdo com trés volumes de etanol
comercial a 4°C, durante 24 horas. Ap0Os precipitacdo, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado coletado por filtracdo em membrana e lavado com etanol puro e acetona. Apds
secagem a temperatura ambiente, o galactomanano foi solubilizado em agua destilada a 60°C
e centrifugado a 6000 g por 15 minutos, sendo o sobrenadante coletado, liofilizado e pesado.

4.3.4 Hidrdlise acida e composicéo do galactomanano

Dois miligramas do galactomanano obtido conforme descrito no item 4.3.3, foram
colocados em ampola de vidro e a ele adicionados 50 pL de &cido sulfurico 72%. A mistura
foi aquecida a 30°C em banho-maria por 45 min. Apds esta etapa, 850 uL de agua destilada
foram acrescentados na solugdo. As ampolas foram seladas em bico de Bunsen e o material
foi hidrolisado em autoclave a 121°C, 1,5 atm por 1 h. Apéds hidr6lise, o pH da solugédo foi
neutralizado com hidréxido de sodio (NaOH) 50%. As amostras foram purificadas utilizando
resinas Dowex catibnica e anibnica, quantificadas quanto ao teor de acUcares totais e
analisadas por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPAEC/PAD) (conforme itens 1.6 e
1.7 Parte 1). Os monossacarideos neutros foram eluidos isocraticamente com NaOH 16 mM,
com fluxo de 0,25 ml min™, em tempo de corrida de 35 min, e identificados por comparacao
dos tempos de eluicdo com padrdes comerciais (Sigma) de fucose, ramnose, arabinose,
galactose, glucose, xilose e manose. Com base nessas analises foi calculada a razéo

manose:galactose do galactomanano.

4.4 Ensaios enzimaticos

Foram analisadas as atividades das enzimas: a-galactosidase, endo-f-mananase e f3
manosidase relacionadas a degradacdo do galactomanano utilizando os endospermas de

leucena.

4.4.1 Extracdo e quantificacdo das atividades de a-galactosidase e - manosidase

A extragdo de a-galactosidase (EC 3.2.1.22) e de B- manosidase (EC 3.2.1.25) foi
realizada conforme descrito por Reid & Meier (1973) e Buckeridge & Dietrich (1996), sendo
utilizados 50 mg de endosperma de sementes de leucena dos ensaios de co-germina¢cdo com 2
sementes de sesbania ou de germinacdo com agua destilada autoclavada (controle) (item 4.2).

As amostras foram maceradas usando nitrogénio liquido, homogeneizadas em 1 mL de
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tampdo Tris-HCI 20 mM (pH 7,8) e os extratos deixados em repouso por 30 minutos em
banho de gelo. A seguir, os extratos foram centrifugados a 13000 g por 5 minutos em
microcentrifuga refrigerada Eppendorf 5415R (5 °C) e o sobrenadante recuperado.

As atividades da a-galactosidase ¢ B-manosidase foram avaliadas utilizando 10 pL de
extrato, 10 uL de tampdo Mcllvaine (fosfato de sddio 200 mM + &cido citrico 100 mM) pH
4,4 e 10 pL de substrato especifico p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (PNP, Sigma) a 50
mM (a-galactosidase) e p-nitrofenil-5-D-manopiranosideo (B-manosidase) incubando-se a
mistura por 20 minutos a 45°C. A atividade foi interrompida acrescentando 1 mL de
carbonato de s6dio 200 mM e o produto formado foi quantificado por leitura das absorbancias
(405 nm) em espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-1201). O coeficiente de extingdo molar do p-
nitrofenil (18400 M™ cm™) (Reid & Meier 1973) foi usado para calcular a quantidade de p-
nitrofenol liberado em unidades de pmol galactose min™ mg™ e pmol manose min™* mg™de
proteina. Todas as analises foram realizadas em triplicatas técnicas para cada uma das trés

replicatas bioldgicas.

4.4.2 Extracao e quantificagéo da atividade endo-1,4-5-mananase

Para a extracdo de endo-1,4-p-mananase (EC 3.2.1.78) foram utilizados 100 mg de
endosperma de sementes de leucena congelados e macerados (item 4.2). Ao macerado foi
acrescentado 1 mL de tampdo acetato de s6dio 50 mM (pH 4,4) contendo azida de sédio 0,02
%. A suspensdo foi mantida por 15 minutos sob agitacdo (vortex) em banho de gelo e, em
seguida, o material foi centrifugado a 13000 g por 5 minutos em microcentrifuga refrigerada
Eppendorf 5415R (5°C) e o sobrenadante recolhido. Aliquotas (500 pL) do extrato enzimatico
foram adicionadas a tubos de ensaio de vidro (16 x 120 mm) e mantidas a 40°C por 5 minutos.
A atividade de endo-1,4-B-mananase foi avaliada utilizando pastilnas Beta-Mannazyme
(Megazyme, lote 50201). A reacdo foi interrompida exatamente 10 minutos apos a adicdo da
pastilha com 10 mL de Trizma Base 2%, pH 8,5. Os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 5 min. e, em seguida, foram agitados e o conteudo filtrado com papel Whatman
N° 41. A absorbancia das solucées foi lida a 590 nm em espectrofotémetro Shimadzu (UV-
1201). As andlises foram realizadas em triplicatas. A atividade foi calculada, sendo uma
unidade (U) de enzima definida de acordo com as pastilhas Beta-Mannazyme (Megazyme,
Lote 50201).
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4.4.3 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada em todos os extratos enzimaticos utilizando o
método de Bradford (1976), tendo albumina de soro bovino 1mg mL™ (Sigma) como padr&o.
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5 Resultados

5.1 Efeito da co-germinacdo de sesbania sobre a germinacgdo, crescimento inicial e
mobilizagdo dos carboidratos de reserva de leucena

A presenca de sementes de sesbania reduziu a porcentagem de germinacao das sementes
de leucena. Apesar da tendéncia de reducdo ja ser observada com duas sementes, diferencas
significativas foram encontradas apenas na presenca de cinco sementes de sesbania, com
inibicdo em 70% comparada ao controle (Figura 9 A). O indice de velocidade de germinacéao
(IVG) foi reduzido com o aumento do nimero de sementes de sesbania, atingindo valores de
inibicdo de 72% na presenca de cinco sementes (Figura 9 B). O tempo médio de germinacao
foi maior quando sementes de leucena foram co-germinadas com duas e trés sementes de
sesbania, sendo observada menor sincronizacdo da germinacdo das sementes de leucena na

presenca de nimero crescente de sementes de sesbania (Figura 9 C).

Ao final do ensaio de co-germinagdo com sesbania, verificou-se menor massa fresca das
plantulas de leucena germinadas na presenca de cinco sementes de sesbania, porém, a co-
germinacdo ndo alterou a massa seca (Figura 9 D). Por outro lado, houve drastica reducéo no
comprimento radicular e do hipocotilo das plantulas de leucena, atingindo valores de inibigcdo
de 95 e 91%, respectivamente, na presenga de cinco sementes de sesbania comparadas ao

controle (Figura9 E e F).

A Figura 10 mostra o efeito do numero crescente das sementes de sesbania sobre o
desenvolvimento das plantulas de leucena, apd6s cinco dias de tratamento. Observa-se
nitidamente a reducdo do comprimento radicular e inibicdo do hipocotilo com quatro e cinco
sementes de seshania, assim como, alteracfes na coloragdo, morfologia e no didmetro das
raizes primarias de leucena, evidenciando a acdo alelopatica das sementes de sesbania sobre a
espécie-teste. Por outro lado, o aumento do ndmero de sementes de leucena nao afetou
significativamente a germinacdo e o crescimento e desenvolvimento das plantulas de sesbania

(dados ndo apresentados).
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Figura 9. Efeito do nimero crescente de sementes de sesbania na germinacdo (A), indice de
velocidade de germinacédo (IVG) (B), tempo médio de germinacdo (C), massa fresca e seca
(D), comprimento da radicula (E) e comprimento do hipocétilo (F) das sementes e plantulas
de leucena apds cinco dias de germinacédo. (m) Controle (sem sesbania) e (m) Co-germinacéo.
As barras representam o desvio padrdo das médias N=3 (12 sementes/replicata). As letras

diferentes representam as diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste Tukey
(P<0,05).
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N° sementes S. virgata/placa

Figura 10. Aspecto das plantulas de leucena germinadas na presenca de um ndmero
crescente de sementes de sesbania, apds cinco dias de germinacdo. O controle refere-se a
plantula de leucena germinada em agua destilada sem a presenca de sementes de sesbania. A
seta indica a raiz de leucena com alteracdo de coloracéo e forma.

No que se refere a mobilizacdo dos carboidratos de reserva, a partir de duas sementes de
seshania foi observado atraso na degradacdo dos carboidratos sollveis nas sementes e
plantulas de leucena e o efeito persistiu com o aumento do nimero de sementes (Figura 11).
Isso foi comprovado com a deteccdo de menores quantidades de glucose e de frutose, embora,
para glucose tenha sido observada apenas tendéncia de reducdo (Figura 11 A e B) e maiores
teores de sacarose e oligossacarideos da série rafinose (rafinose e estaquiose) (Figura 11 C, D
e E), comparados ao controle. Na Figura 12, o perfil cromatografico por HPLC confirma o
atraso na mobilizagdo dos carboidratos de reserva de leucena quando germinadas na presenca
de sementes de sesbania. Além disso, foi observada reducdo significativa no acumulo de
amido nas plantulas de leucena quando co-germinadas com duas ou mais sementes de
sesbania. Embora a presenca de uma semente de seshania parega promover o acumulo de
amido, ndo foi observada diferenca estatistica quando comparada ao controle (Figura 13).

36



71 B
b
ab
i ab . c ab
c
1,5 - D
S b
3 b
©
a 1,0 -
©
e b
3 b
A
© 0,5 -
(8]
S
O
g ab
00 a a
1S 0,0 I-rl T T T
8,0 - SQ 0 1 2 3 4 5

N2 sementes de S. virgata/placa

N2 sementes de S. virgata/placa

Figura 11. Contetdo dos carboidratos soltveis das sementes e plantulas de leucena apds

cinco dias de germinacdo obtido por anadlise em HPAEC/PAD. Glucose (A), Frutose (B),
Sacarose (C), Rafinose (D) e Estaquiose (E). (L1) Sementes quiescentes (SQ), (m) Controle (0)
semente germinada sem a presenca de sesbania e (m) Co-germinacdo (1 a 5). As barras

representam o erro padrdo das médias N=3 (12 sementes/replicata). Letras iguais ndo diferem

estatisticamente entre os tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 12. Perfil cromatografico por HPAEC/PAD dos agucares soliveis em leucena apds
cinco dias de germinacdo. Sementes quiescentes (SQ), sementes controle (0) sementes sem a
presenca de seshbania ou sementes co-germinadas com nimero crescente com sementes de

sesbania (1 a 5). G= Glucose, F=Frutose, S=Sacarose, R=Rafinose e E= Estaquiose.
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Figura 13. Conteudo de amido das sementes e plantulas de leucena apds cinco dias de
germinacdo, sem a presenca de sementes de sesbania (0) ou co-germinadas com numero
crescente de sementes de sesbania (1 a 5) e em sementes quiescentes (SQ). ([) semente
quiescente, (m) Controle (sem sesbania) e (m) Co-germinacdo. As barras representam o erro

padrdo das médias N=3 (12 sementes/replicatas). As letras diferentes representam as

diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05).
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5.2 Mobilizagdo do galactomanano e atividade de enzimas relacionadas ao processo de
degradacéo do galactomanano no endosperma de leucena co-germinadas com duas sementes
de seshania

5.2.1 Analises no endosperma

Foi observado decréscimo na massa fresca e na massa seca do endosperma das sementes
de leucena germinadas com agua destilada durante o processo de embebigdo e germinacéo,
indicando a degradacdo dos carboidratos de reserva presentes neste tecido. Em contraste,
verificou-se massas fresca e seca significativamente maiores nos endospermas de sementes de
leucena co-germinadas com duas sementes de sesbania, principalmente no 4° e 5° dia de

germinacéo (Figura 14 A e B).
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Figura 14. (A) Massas fresca e seca (B) do endosperma de leucena durante cinco dias de
germinacdo. (#) Controle (sem a presenca de sesbania) e (L)) co-germinacédo (duas sementes
de seshania). As barras representam o desvio padrdo da média, N=3 (12 sementes/ replicata).
As setas indicam o inicio da degradacdo do galactomanano. (*) Refere-se a diferenca

significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05).

Com relacdo a atividade das enzimas responsaveis pela degradacdo do galactomanano
presente nos endospermas de leucena foi observada maior atividade total e especifica da ao-
galactosidase no 1° dia do processo de embebicdo (Figura 15 A e B). Apesar da tendéncia de
menor atividade das enzimas nos endospermas das sementes co-germinadas, ndao foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos neste periodo. A atividade da

enzima decresceu no 2° dia, porém, permaneceu maior no endosperma das sementes co-
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germinadas com seshania ao longo do processo germinativo, apresentando diferencga
significativa no 3° e 4° dias comparada ao controle.
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Figura 15. Atividade total (A) e especifica (B) de a-galactosidase do endosperma de leucena
durante cinco dias de germinacdo. (#) Controle e ([1) co-germinacdo com 2 sementes de
sesbania. As barras representam o desvio padrdo da media, N=3 (12 sementes por replicata).

(*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05).

Quando comparados os tratamentos controle e co-germinacdo, ndo foi observada
diferenca significativa na atividade total da B-manosidase durante os cinco dias de tratamento
(Figura 16 A). Para a atividade especifica desta enzima somente foi detectada diferenca
significativa no 1° dia do inicio da embebicdo (Figura 16 B). Esses resultados estdo coerentes

com a auséncia de diferenca na proporcao de manose no mesmo periodo (Figura 17).

A atividade total e especifica de endo-B-mananase nos endospermas das sementes de
leucena co-germinadas foi detectada somente a partir do 2° dia de embebicdo em comparacéo
ao controle, indicando que sua atividade foi alterada em funcdo da co-germinacdo. Ao longo
do processo germinativo, a atividade desta enzima foi menor nos endospermas co-
germinados, embora, diferenca estatistica somente tenha sido encontrada no 2° dia de
embebicao para a atividade total e no 5° dia de germinacdo para a atividade especifica (Figura
18 Ae B).

41



3,0 0,3 -
I_EI_ A
o 251 2 03
[
£ IS
T 2,0 - 5 02 -
£ o
g
e 1,5 4 ..-145 0,2 -
E E
— Q
g 1,0 A é 0,1 A
= £
05 1 < 01
£
3
0,0 T T T T 1 010 T T T T 1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Dias Dias

Figura 16. Atividade total (A) e especifica (B) de B-manosidase do endosperma de leucena
durante cinco dias de germinacdo. (#) Controle e ([7) co-germinacdo com 2 sementes de
sesbania. As barras representam o desvio padrdo da média, N=3 (12 sementes por replicata).
(*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 17. Atividade total (A) e especifica (B) de endo-B-mananase do endosperma de
leucena durante cinco dias de germinacdo. (#) Controle e (L) co-germinagdo com 2 sementes
de seshbania. As barras representam o desvio padrdo da meédia, N=3 (12 sementes por
replicata). (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey
(P<0,05). (¢) Uma unidade (U) de enzima foi definida de acordo com as pastilhas Beta-

Mannazyme (Megazyme, Lote 50201).
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A analise dos monossacarideos por HPAEC/PAD evidenciou a presenca de manose e
galactose como monossacarideos majoritarios no endosperma de leucena. Maior proporgéo de
galactose foi encontrada nos endospermas das sementes co-germinadas no 1° e 2° dia de
embebicdo comparada ao controle, enquanto que manose ndo diferiu estatisticamente ao
longo do periodo do ensaio de co-germinacdo (Figura 18). Arabinose, xilose e glucose
também foram detectados, porém, em menor propor¢do. Os teores de glucose foram
significativamente menores no 1° e 2° dia de embebicdo nos endospermas das sementes co-
germinadas comparadas ao controle, enquanto arabinose e xilose ndo diferiram entre os

tratamentos durante o ensaio (Figura 18).
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Controle Co-germinagao

*
12 dia
*

22 dia

*

32dia

o .

52dia

Figura 18. Proporcao relativa de monossacarideos neutros (%) encontrada no endosperma de
leucena durante cinco dias de germinacdo em agua destilada, sem a presenca de sesbania

(Controle) e na co-germinacdo com 2 sementes de sesbania, determinada por HPAEC/PAD,

N=3 (12 sementes por replicata). (m) Arabinose, (+) Glucose, (=) Galactose, (m) Manose e

(m) xilose. (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Tukey

(P<0,05).
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6 Discussao

Durante o processo de embebicdo e germinacdo das sementes de sesbania diversas
substancias sdo exsudadas, como agUcares, material protéico e compostos fenolicos, sendo
que a exsudacédo destas decresce ao longo do processo germinativo (Simdes 2008). De acordo
com a Figura 9A, os resultados dos experimentos da co-germinagdo demonstraram que as
substancias exsudadas pelas sementes de seshania afetam negativamente a germinagéo e o
indice de velocidade de germinacdo (IVG) de leucena, efeito este intensificado com o
aumento do nimero de sementes. Veronesi (2013) verificou que a presenca de uma semente
de seshania na co-germinacdo com duas espécies nativas que co-ocorrem com sesbania
(Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong e Peltophorum dubium) afeta de forma
positiva a germinacgéo e o 1VG, indicando que as substancias exsudadas possam exercer efeito
estimulante para estas espécies. Por outro lado, 0 aumento do numero de sementes de sesbania
(1 a 5/placa) causou efeitos drasticos na germinagédo e crescimento das sementes e plantulas
de tomate. Entretanto, sementes de alface foram menos sensiveis aos efeitos da co-
germinacdo com sesbania (Simdes 2008). El 1d et al. (2015) analisaram o efeito alelopatico da
co-germinacdo com numero variavel de sementes de sesbania (5 e 10/placa) sobre a
germinacdo e o desenvolvimento de duas espécies florestais (Enterolobium contortisiliquum
(Vell.) Morong e Sapindus saponaria L.) e em duas espécies agronémicas (S. lycopersicum e
O. sativa) sob condicbes laboratoriais e em viveiro. Os autores verificaram atraso na
germinacdo para as espécies agronémicas e reducdo do crescimento das plantulas em todas as
espécies avaliadas. De acordo com o presente estudo, maior efeito das sementes de sesbania
sobre leucena foi observado com o aumento do nimero de sementes e, por conseguinte, das
concentragbes das substancias exsudadas. Interessante notar que, embora sementes de
sesbania exsudem substancias que afetam o crescimento de leucena, esta também libera
compostos bioativos ao longo do processo germinativo, como a mimosina, descrita como um
potente herbicida (Xuan et al. 2006). Entretanto, seus exsudatos e a mimosina comercial néo
afetaram o crescimento e desenvolvimento de sesbania, sugerindo a presenca de estratégias de
resisténcia de sesbania aos aleloquimicos liberados por essa espécie exotica (dados néo

mostrados).

Zangh et al. (2011) avaliaram o efeito da co-germina¢do com numero crescente de

sementes (5, 10, 20 e 40) de Ligularia virgaurea, uma espécie invasora em areas degradadas
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na China, sobre sementes de gramineas nativas. Os resultados apontaram dois grupos de
espécies de acordo com a sensibilidade diante da toxicidade dos aleloquimicos liberados por
sementes de L. virgaurea. O primeiro grupo refere-se as espécies sensiveis: Festuca sinensis e
Agrostis gigantean, que sofreram forte inibicdo da germinacgéo e do crescimento inicial com o
aumento do nimero de sementes de L. virgaurea e como estratégia de sobrevivéncia,
aumentaram o tempo médio de germinacdo. O segundo grupo, menos sensivel (Bromus
inermis e Elymus nutans) teve menor inibigdo nos parametros avaliados. Os autores
concluiram que nas areas onde L. virgaurea € invasora é comum encontrar mais espécies do
segundo grupo, ou seja, menos sensiveis aos aleloquimicos de suas sementes, se comparadas
as espécies do primeiro grupo. Além disso, sugeriram que a alta producdo de sementes e
consequente liberacdo de aleloquimicos pode ser uma estratégia da espécie invasora para
reduzir a competicdo. El Id (2012) (comunicacdo pessoal) fez um levantamento no municipio
de Lavras-Minas Gerais (Brasil) das espécies que ocorrem no mesmo ambiente de sesbania.
Algumas das espécies como: Croton urucurana Baill., Copaifera langsdorffii Desf., e
Psidium guajava L. foram encontradas proximas de sesbania, enquanto leucena cresce a uma
distancia maior. De acordo com o presente estudo, em condigdes naturais, leucena pode nédo
ocorrer em locais onde sesbania cresce, visto que, apresentou sensibilidade aos aleloquimicos

das sementes da espécie nativa.

Quando sementes de espécies sensiveis sdo expostas a aleloquimicos a germinacao pode
ser inibida, mas caso ela ocorra, as plantulas podem ser afetadas (Rice 1979). Recentemente,
exsudatos de sementes de agrido (Lipidium sativum) na concentracio de 25 pg mL™
estimularam o crescimento do hipocotilo e reduziram o comprimento radicular de
Amaranthus caudatus comparados ao controle (Igbal & Fry 2012). Os autores sugerem que
estes efeitos de estimulo estdo relacionados ao alongamento das células epidérmicas do
hipocotilo e ndo na divisao celular, ja que analises por microscopia revelaram que o nimero
de células ndo aumentou significativamente (28%) para acompanhar o ritmo do alongamento
total do hipocétilo (129%) e isto resultou na reducdo da circunferéncia do mesmo. No
presente estudo, as plantulas de leucena co-germinadas com sementes de sesbania
apresentaram reducdo no crescimento do hipocotilo, diferencas morfolégicas nas raizes
primarias e coloragdo escura, 0 que ndo ocorre com as plantulas do controle, indicando efeito
das substancias de seshania sobre o crescimento dos diferentes 6rgdos (Figura 10). Segundo
Yamagushi et al. (2011), o escurecimento, a fragilidade e as alteracdes morfologicas das

raizes sdo danos que indicam a acdo de substancias toxicas presentes nos extratos. Catequina,
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BOA e 4&cido cinamico, substancias toxicas para algumas espécies de plantas, agem no
meristema radicular induzindo o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) desencadeando diversas sinaliza¢des incluindo mudancas na expressao génica e, por
vezes, levando a morte celular do tecido e 6rgdo (Soltys et al. 2013). Chi et al. (2011)
verificaram que o aleloquimico juglona induziu o aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROS) em sementes de arroz ainda nas primeiras horas, provocando diminui¢&o do
comprimento da radicula, diferencas morfolégicas e também escurecimento em relacdo as

plantulas do controle.

A coloracdo escura observada nas raizes de leucena (Figura 10) por co-germinagdo com
seshania ja foi observada e descrita em raizes de outras espécies como: E. contortisiliquum e
P. dubium, espécies cultivadas (tomate e arroz) e Arabidopsis thaliana quando germinadas e
crescidas na presenca dos exsudatos ou das sementes de sesbania. Esse efeito € muito similar
ao observado quando as espécies sdo submetidas a germinacdo com a (+)-catequina
comercial, um flavonoide, presente nos exsudatos de sementes de sesbania (Simdes 2008;
Veronesi 2013; Coelho 2014; El Id et al. 2015). Efeitos semelhantes também foram
observados em raizes de Arabidopsis thaliana e alface quando cultivadas in vitro com
diferentes concentragdes de uma mistura racémica de (x)-catequina em ensaios (Duke et al.
2009). Bais et al. (2003) descrevem que o efeito toxico da (+)-catequina deve-se a rapida
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), seguida por incremento no influxo de
calcio, reducdo do pH citoplasmatico, com consequente condensacdo do citoplasma e morte

celular.

Reducdes significativas observadas no comprimento das plantulas de leucena no
presente trabalho foram confirmadas pelas diferencas nas massas frescas, principalmente
quando leucena foi germinada na presenca de cinco sementes de seshania (Figura 9 D). El Id
et al. (2015) verificaram menores massas fresca e seca das plantulas de tomate, arroz, E.
contortistiliquum e S. saponaria apds co-germinacao com cinco e dez sementes de sesbania.
Esses dados confirmam a acdo alelopatica das sementes de sesbania com maior intensidade

sobre o crescimento e desenvolvimento das plantulas de diferentes espécies.

Os aleloquimicos, além de inibirem a germinacdo ou determinar o ritmo de crescimento
das plantulas, podem interferir no processo de mobilizacdo de substancias de reserva
necessarias ao crescimento, afetando as enzimas envolvidas neste processo (Kamal 2011).

Neste estudo, foi observado atraso na mobilizacdo dos carboidratos solGveis em leucena com
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0 aumento do nimero de sementes de sesbania. Buckeridge & Dietrich (1996) descrevem que
os oligossacarideos da série da rafinose (rafinose, estaquiose e verbascose) sdo os primeiros
carboidratos de reserva mobilizados durante a germinacdo das sementes de S. marginata
(=virgata) e também em outras espécies de leguminosas como Trigonella foenum-graecum,
Dimorphandra mollis, E. contortistiliguum e P. dubium. Esses agucares sdo encontrados
tanto no embrido quanto no endosperma e, como consequéncia da mobilizacdo destes, ocorre
acumulo de galactose e sacarose livres nesses tecidos (Reid 1971; Buckeridge et al. 1995;
Veronesi et al. 2014). O processo de degradacdo dos oligossacarideos da série rafindsica
ocorre pela acdo de enzimas hidroliticas, sendo a a-galactosidase responsavel pela hidrolise
das unidades de galactose da rafinose, estaquiose e verbascose e as invertases pela quebra da
sacarose em glucose e frutose livres (Buckeridge et al. 2004). Este processo de mobilizacédo
ocorre logo ap6s a hidratacdo dos tecidos, porém antes da protusdo da radicula, e os produtos
da mobilizacdo servem como fonte de energia para a germinacdo (Buckeridge & Dietrich
1996). Chien et al. (1996) observaram que as sementes leucena acumulam maior quantidade
de estaquiose, seguida de sacarose e rafinose durante o processo de maturagdo, 0 mesmo foi
observado neste trabalho nas sementes quiescentes de leucena (Figura 11). Embora diferencas
significativas ndo tenham sido encontradas no teor de matéria seca ao final do ensaio de co-
germinacdo, constatou-se atraso na mobilizacdo dos carboidratos solGveis das plantulas de
leucena (Figura 10 e 11), com menor degradacdo de oligossacarideos da série rafindsica
(rafinose e estaquiose) e da sacarose por acao dos exsudatos de sesbania. Como consequéncia,
foram observados baixos teores de glucose e frutose, indicando efeito dos aleloquimicos
exsudados das sementes de sesbania. Entretanto, ndo é possivel inferir se o atraso na
mobilizacdo dos oligossacarideos se d& no endosperma ou no embrido, visto que 0s extratos
utilizados para a quantificacdo destes aclcares foram obtidos das sementes e plantulas
inteiras, ndo sendo analisada a degradacdo dos carboidratos de forma isolada nos diferentes

tecidos.

Veronesi (2013) verificou, em ensaios de co-germinacdo com sesbania, menores teores
de carboidratos solGveis tanto nos embribes quanto nos endospermas de P. dubium,
entretanto, ndo houve diferengas nas atividades de a-galactosidase e invertase, sugerindo que
0s menores teores dos carboidratos sollveis possam estar relacionados com a forca de dreno
do embrido em desenvolvimento associado com o aumento do indice de velocidade de
germinacdo de P. dubium quando co-germinadas com sesbania. Lara Nanez et al. (2009)

verificaram que os lixiviados aquosos de partes aéreas de Sicyos deppei (Cucurbitaceae)
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causaram atraso na degradacdo dos carboidratos de reserva e reduziram a atividade de
enzimas do metabolismo de sacarose nas sementes de tomate, sugerindo que houve menor
disponibilidade de glucose e frutose para o crescimento e desenvolvimento do embrido. Essa
condicdo também poderia explicar os baixos teores de glucose e frutose encontrados em
leucena co-germinadas (Figura 11 A e B).

Segundo Bewley et al. (2013), sementes que acumulam mananos e galactomananos
como carboidratos de reserva de parede celular normalmente ndo acumulam amido em seus
tecidos durante a formacdo da semente. No entanto, apds a germinagdo, hd um aumento no
nivel deste polissacarideo de reserva nessas sementes devido & mobilizagdo dos carboidratos
presentes no endosperma, que fornece quantidades elevadas de monossacarideos
transportados a partir deste tecido e armazenados no embrido (Buckeridge & Dietrich 1996;
Dirk et al. 1999). Conforme esperado, nas sementes de leucena, que possuem endosperma, foi
observado acumulo de amido quando germinadas em agua destilada ou na presenca de uma
semente de sesbania. Por outro lado, foi verificado atraso significativo no acimulo de amido
em suas sementes quando da co-germinacdo com pelo menos duas sementes de sesbania
(Figura 13). Esses resultados indicam efeito dos exsudatos destas sementes sobre o
metabolismo do amido no desenvolvimento inicial de leucena, possivelmente devido o atraso
da mobilizacdo dos oligossacarideos da serie da rafinose oriundos do endosperma. Além
disso, esses resultados levaram a escolha de duas sementes de sesbania para 0s experimentos

subsequentes.

Além dos oligossacarideos da série da rafinose, muitas sementes de leguminosas,
possuem o galactomanano como carboidrato de reserva presente no endosperma que, apos a
protusdo da radicula, é completamente hidrolisado produzindo manose e galactose. Estes
monossacarideos servem como fonte de energia para o crescimento da plantula (Buckeridge
& Dietrich 1996; Potomoti & Buckeridge 2002; Pollard et al. 2008). Trés enzimas estdo
envolvidas na degradacdo do galactomanano: a a-galactosidase (EC 3.2.1.22), a endo-f-
mannanase (EC 3.2.1.78) e a B-mannosidase (EC 3.2.1.25) (Reid & Meier 1972; McCleary &
Mathenson 1976; Buckeridge & Dietrich, 1996). As sementes de leucena contém cerca de 20-
25% de galactomanano, composto de 57% de manose e 43% de galactose (Unrau 1961). No
presente trabalho, esta propor¢do de manose e galactose foi muito similar apresentando
valores de 54 e 42 % respectivamente, entretanto, ndo foi possivel calcular o teor do
galactomanano devido o baixo rendimento. Recentemente, Nwokocha & Willians (2012)

obtiveram rendimento de apenas 9% do polissacarideo a partir de sementes leucena. Este
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valor ¢ menor do que o rendimento de 15-30% usualmente encontrado nas sementes da
espécie (Unrau 1961; Pamplona & Zerrudo 2008).

Em sementes de S. marginata (=virgata), na medida em que ocorre diminui¢cdo da
massa seca dos endospermas, aumenta a do embrido, indicando que os produtos da
degradacdo do galactomanano (manose e galactose) séo rapidamente translocados para o
embrido em crescimento (Buckeridge & Dietrich 1996). Na Figura 14 B, o decréscimo de
massa seca dos endospermas das sementes controle de leucena ao longo do processo
germinativo indica a mobilizacdo do galactomanano. J& a co-germinacdo com duas sementes
de sesbhania causou aumento das massas a partir do 3° dia apds a embebicdo, periodo em que
se inicia o processo de degradacdo do galactomanano, sugerindo que a exsudagdo de
substancias alelopaticas das sementes de sesbania pode interferir na degradacdo deste
polissacarideo (Figuras 14 A e B). Potomati & Buckeridge (2002) observaram maior massa
fresca nos endospermas e menor nos embrides de sesbania apos sete dias de germinagéo na
presenca do 4cido abscisico (ABA) (10“*M) comparada ao controle. Os autores descrevem que
a menor massa fresca encontrada no embrido € consequéncia do efeito do horménio que
atrasou a degradagdao do galactomanano no endosperma que apresentou baixa atividade de a-

galactosidase, indicando interferéncia do ABA na mobilizacdo das reservas de sesbania.

No presente estudo, os resultados obtidos referentes a degradacdo do galactomanano
mostraram discretas diferencas no conteddo dos monossacarideos derivados da mobilizacdo
(Figura 18). Pequena quantidade de arabinose, xilose e glucose foi observada nos
endospermas das sementes de leucena. A glucose foi detectada em menores proporcdes no
inicio da embebicdo nos endospermas co-germinados. 1sso possivelmente, se deve ao atraso
na mobilizacdo dos oligossacarideos da série rafinose e ndo na mobilizacdo do
galactomanano, ja que este é composto principalmente por manose e galactose (Figura 18).
Por outro lado, de acordo com McCleary (1983), em sementes de Cyamopsis tetragonolobus
(guar), manose e galactose podem ser convertidas em glucose no embrido em

desenvolvimento.

No endosperma das sementes de leucena co-germinada com sesbania, a atividade o-
galactosidase foi maior a partir do 3° dia comparada ao controle, entretanto, neste mesmo
periodo, ndo foi observada diferenca significativa na proporcdo da galactose presente no
tecido, somente no inicio do processo de embebicdo das sementes (Figura 18). Tonini et al.

(2007) detectaram atividade de a-galactosidase no endosperma de sementes de sesbania
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somente a partir do 2° dia de embebicdo com pico no 3° dia, porém, a auséncia do tegumento
durante a embebicdo levou ao aumento da atividade da o- galactosidase e degradagdo do
galactomanano, indicando que o tecido possa desempenhar um papel importante durante a
mobilizacdo do galactomanano na semente de sesbania, participando do controle da producéo,
modificacdo e/ou armazenamento das hidrolases. Em algumas sementes como Cyamopsis
tetragonolobus (guar), Trigonella foenum-graecum e Medicago sativa a mobilizagdo do
galactomanano no endosperma requer a participacdo da camada do aleurona (Reid & Meier
1972; Reid 1985). De acordo com Lisboa et al. (2006), a agdo da o-galactosidase no
galactomanano € uma condicdo necessaria para promover 0 acesso da endo-pB-mananase a
cadeia principal do galactomanano em sementes de sesbania. Isto pode explicar a detecgédo da
atividade a-galactosidase logo no inicio da embebicdo nos endospermas das sementes de
leucena (Figura 15).

A enzima endo-p-mananase hidrolisa a cadeia principal de manose do galactomanano
liberando manobiose e manotriose, que por sua vez, sdo hidrolisados a manose livre por acao
de B-manosidase (Dirk et al. 1995). A propor¢do de manose presente nos endospermas de
leucena néo foi alterada do inicio ao fim do tratamento, assim como ndo foram observadas
grandes diferengas na atividade PB-manosidase (Figuras 16 e 17). Recentemente, Coelho
(2014) verificou que a atividade da endo-p-mananase foi inibida em sementes de tomate
germinadas na presenca de aleloquimicos exsudados por sementes de sesbania. Entretanto,
essa inibicdo ndo pode ser atribuida a catequina exsudada de suas sementes, ja que a atividade
da enzima ndo foi alterada quando as sementes foram tratadas com catequina comercial (1mg
mL™). Aleloquimicos de extratos de folhas de Sycios deppei reduziram significativamente a
atividade endo-pB-mananase nas sementes de tomate, enquanto que a atividade B-manosidase
foi maior. Alem disso, a expressdo dos genes relacionados a atividade de endo-p mananase foi
baixa nas sementes tratadas comparada ao controle (Lara Nunez et al. 2009). No presente
estudo, a atividade endo-B-mananase nos endospermas de leucena também foi alterada na
presenca de sementes de sesbania, sugerindo que sua atividade possa ser controlada, alterada

e/ou modulada por influéncia das substancias exsudadas pelas sementes de sesbania.

Com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que a presenca de sementes
de sesbania afetou a germinacao, o crescimento e o desenvolvimento das plantulas de leucena.
O aumento do nimero de sementes de sesbania atrasou a mobilizacdo dos carboidratos de
reserva da espécie exotica, evidenciado pelos maiores teores de oligossacarideos da série

rafindsica e consequente reducdo no acimulo de amido de suas sementes. Por outro lado, a
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co-germinacdo com duas sementes de sesbania ndo alterou de forma significativa a
mobilizacdo do galactomanano presente nos endosperma de sementes de leucena, ja que ndo
foram observadas grandes mudancas no conteldo de agUcares durante o processo de
degradagdo do polissacarideo. Entretanto, alterou a atividade de a-galactosidase e endo-f3-
mananase. Em resumo, leucena mostrou-se sensivel aos aleloquimicos exsudados das

sementes de sesbania, 0s quais interferiram no seu desenvolvimento inicial.
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Parte 3: Efeitos dos exsudatos de sementes de S. virgata, da catequina comercial e do &cido
abscisico (ABA) na germinacdo e crescimento inicial das sementes e plantulas de L.
leucocephala

7 Metodologia

7.1 Material Biologico

e Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers (sesbania) foram coletadas de matrizes
existentes no municipio de Lavras, MG.
e Sementes de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena) foram adquiridas no

comércio local.

7.2 Ensaio de germinagéo das sementes de leucena com catequina comercial e exsudatos de
sementes de sesbania

Sementes de sesbania foram escarificadas, desinfestadas e distribuidas em placas de
Petri (9 cm de diametro) (6 sementes em cada placa) contendo papel de filtro, a elas
adicionadas 7 mL de agua destilada, sendo germinadas em camara climatizada do tipo BOD a
25°C, por cinco dias. A cada dia, as sementes de sesbania foram retiradas e nos seus exsudatos
foram colocadas trés sementes de leucena também escarificadas e desinfestadas. Em paralelo,
trés sementes de leucena foram colocadas em placas de Petri com catequina comercial (1mg
mL™) e ou em 4gua destilada, que foi utilizada como controle. O experimento foi realizado
com cinco repeticbes com trés sementes cada replicata, totalizando quinze sementes por
tratamento. Diariamente, a germinacéo foi avaliada e no 5° dia 0 comprimento radicular e do
hipocotilo foi medido. As massas frescas foram obtidas com o auxilio de balanca, e 0 material

posteriormente foi seco em liofilizador e pesado novamente e determinado a massa seca.

7.3 Quantificacdo de ABA nos exsudatos de sementes de sesbania
As extracbes de ABA foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal do

Departamento de Botéanica da USP, com a colaboracdo do Dr. Luciano Freschi, sob as

mesmas condicOes ja descritas no item 1.5 (Parte 1).
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7.4 Ensaio com inibidor da sintese de ABA

Neste ensaio foi utilizado fluridona como inibidor da sintese de ABA. Um primeiro
teste foi feito sem o conhecimento prévio das reais concentracfes de ABA presentes nos
exsudatos de seshania. Dessa forma, sementes de sesbania e de leucena foram escarificadas,
desinfestadas e co-geminadas (propor¢do 2:1) em uma placa de Petri (9 cm) contendo papel
de filtro embebido com 0,7 ml/semente de agua destilada, ABA ou fluridona (inibidor de
ABA) comercial (Sigma) nas concentragdes de 10 e 100 uM. As sementes foram germinadas
sob as mesmas condi¢fes descritas no item acima 7.2. Como controles foram utilizadas
sementes de leucena ou de seshania germinadas separadamente em ABA, fluridona ou agua
destilada. Apds o conhecimento da quantidade de ABA exsudado por semente de sesbania,
um novo ensaio foi realizado. Sementes de seshania e leucena foram novamente co-
germinadas (propor¢do 2:1) na presenca de ABA, fluridona (~670 nmoles/placa) e ou com
agua destilada autoclavada. As sementes das espécies foram germinadas separadamente
conforme ensaio anterior €, em ambos 0s ensaios, a germinacdo foi avaliada diariamente. No
5° dia, as plantulas de leucena foram retiradas das placas de Petri e avaliadas quanto o
comprimento radicular e do hipocétilo. As massas frescas foram obtidas com o auxilio de

balanca, e o material foi posteriormente seco em liofilizador e pesado.
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8 Resultados

8.1 Efeito dos exsudatos brutos de sementes de sesbania e de substancias isoladas sobre a
germinacéo e crescimento inicial de leucena

De acordo com os dados, a porcentagem de germinacdo e o IVG das sementes de
leucena foram reduzidos quando germinadas na presenca de substancias exsudadas no 2° dia
por sementes de sesbania. Embora, tenha sido observada tendéncia a redugdo em comparagéo
ao controle, exsudatos do 3° e 5° dia ndo afetaram significativamente esses parametros.
Exsudatos do 2° ao 4° dia também reduziram significativamente o comprimento radicular e
hipocoétilo das plantulas de leucena. Menor massa fresca foi detectada na presenca dos
exsudatos do 2°, 4° e 5° dia, entretanto, em todos os tratamentos a massa seca ndo foi alterada.
Catequina comercial ndo apresentou nenhum efeito nos diferentes parametros avaliados

comparada ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de germinacdo (%), indice de velocidade de germinagdo (IVG),
massas fresca e seca, comprimento radicular e do hipocétilo das sementes e plantulas de
leucena apds cinco dias de germinacdo na presenca de dgua destilada (Controle), exsudatos de
sementes de sesbania de diferentes dias (1° ao 5° dia) ou catequina comercial (1mg mL™).

Massa fresca ~ Massa seca Co_mp. _Com’p:
Tratamentos % G VG Radicular Hipocaotilo
(9 (9) (cm) (cm)
Controle 533a 246a 051+019a 025+037a 320%x1,79a 3,16+108a
Exsudato 1° dia 60,0a 253a 053+008a 0,08+004a 262+069a 2,78+0,69a
Catequina comercial 57,3a 2,72a 059+009a 009+00la 334+158a 382+128a
Controle 783a 349a 066+011a 0,09+000a 554+249a 456+127a
Exsudato 2° dia 413b 19b 042+015b 0,07+002a 161+161b 208+102b
Catequina comercial 68,0ab 2,86ab 066+011a 009+000a 438+130ab 449+095a
Controle 61,3ab 288a 058+023a 008+002a 511+326a 458+239%a
Exsudato 3° dia 453a 214a 031+010a 0,07+00la 064+£058b 1,20+£081b
Catequina comercial 49,3a 2,22a 045+0,09a 0,08+00la 215%+125ab 252+1,07ab
Controle 693a 319a 064+011a 0,09x+000a 495+271la 408x137a
Exsudato 4° dia 400b 1,71b 030+0,05b 0,08+001a 0,19+008b 120+026b
Catequina comercial 73,3a 3,49a 060+0,05a 0,09+0,00a 352+091a 354+044a
Controle 61,3a 291a 056x009a 008x000a 377+150a 3,38%09a
Exsudato 5° dia 546a 244a 030%£0,02b 008+000a 021+003b 1,38+038b
Catequina comercial 70,6a 3,29a 062+0,18a 0,09+0,01a 4,00+102a 384+116a

Médiastdesvio padrdo. Letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos do mesmo
dia pelo teste de Tukey (P<0,05). N=5 (3 sementes por replicata).

A Tabela 4 mostra os resultados do ensaio prévio realizado com fluridona e ABA (10 e
100 uM) nas sementes de leucena co-germinadas com sesbania (2:1). Os diferentes
tratamentos ndo afetaram a germinacédo e o IVG das sementes de leucena, embora, se observe
menores valores nas sementes tratadas com fluridona. O tempo médio de germinacdo foi
maior nas sementes co-germinadas com fluridona (10 uM). Na presenca do inibidor (10 e 100
uM), o comprimento radicular e do hipocétilo foi reduzido, enquanto que na co-germinagao
com fluridona (10 uM) somente o comprimento radicular apresentou reducéo significativa nas

plantulas de leucena (Tabela 4).
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Tabela 4. Porcentagem de germinagdo (%), indice de velocidade de germinacédo (IVG), tempo

médio de germinagdo (TM), comprimento radicular e do hipocotilo das sementes e plantulas

de leucena ap0s cinco dias de germinacao na presenca de agua destilada (Controle), Fluridona

10 e 100 puM, co-germinacdo (2:1) com agua e fluridona 10 e 100 pM.

Compr. Compr.
Tratamentos %G IVG ™ Radicular Hipocétilo
(cm) (cm)
Controle 76,0 5,97 3,56 3,48+0/43a 2,26 £0,20 a
fluridona 10uM 64,0 2,03 3,56 2,02+0,15b 1,70+0,16 b
Fluridona 100uM 70,6 2,49 3,59 2,44 +036 b 1,92+0,12 ab
Co-germinagéo +agua 62,6 466 3,79a 1,00 £0,06 a 1,42+0,18a
Co-germ.+Fluridona 10uM 33,3 2,24 400b 0,39+0,17b 0,85+0,25a
Co-germ.+Fluridona 100uM 62,6 4,73 3,63a 0,82+0,21a 1,44+ 0,33 a

Meédias+ desvio padrdo. Letras iguais ou ausentes nas colunas ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (P<0,05). N=3 (5 sementes por replicata).

A quantificagdo de acido abscisico (ABA) nos exsudatos de sementes de sesbania

revelou que no primeiro dia de embebicdo das sementes ocorre maior liberacdo (2,4

nmoles/semente) com decréscimo significativo no 2° e 3° dias (1,1 e 0,65 nmoles/semente

respectivamente), e auséncia do hormonio a partir do 4° dia do inicio da germinacdo das

sementes (Figura 19).
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Figura 19: Quantificacdo de acido abscisico (ABA) presente nos exsudatos de sementes de
sesbania durante o processo de embebicdo e germinacédo. As barras indicam o erro padrdo das
médias (N=6). As letras referem-se a diferenca estatistica entre os dias pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Referente ao ensaio combinando ABA e fluridona, ndo houve diferenca significativa na
germinacdo e no IVG das sementes de leucena nos diferentes tratamentos, embora, se observe
um estimulo quando germinadas com ABA+fluridona. E possivel observar claramente que, na
presenca de somente fluridona, leucena teve seu comprimento radicular e do hipocétilo
afetados. O mesmo ocorreu quando leucena foi co-germinada com sesbania+fluridona,
sugerindo que leucena é sensivel ao inibidor de ABA, conforme pode ser constatado pela
Figura 20 e também pelo ensaio anterior (Tabela 5). A presenca de ABA nao afetou a
germinacdo e o crescimento das sementes e plantulas de leucena, apesar da concentracdo
deste hormdnio utilizado neste ensaio ser bem maior do que aquela exsudada (333 nmoles)

por semente de seshania.
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Tabela 5. Porcentagem de germinagdo (%), indice de velocidade de germinacédo (IVG), tempo

médio de germinacdo (TM), massa fresca e seca, comprimento radicular e do hipocétilo das

sementes e plantulas de leucena apos cinco dias de germinacdo na presenca de agua destilada

(Controle), fluridona+ABA comercial (333,3 nmoles), co-germinacdo (2:1) com agua,

Fluridona ou ABA.

Massa Massa Compr. Compr.
Tratamentos %G VG ™ fresca seca Radicular Hipocotilo
() @) (cm) (cm)

Controle Leucaena 80 0,81 3,10 0,14 £ 0,06 0,029 +0,006 3,04 +2,46 1,70 £1,04
ABA 60 0,77 350 0,13+0,06 0,024+0,003 337+228 1,62+1,49
Fluridona 80 0,43 420 0,10+0,05 0,024+0,005 0,00+0,00 0,000,00
ABA+Fluridona 100 0,95 390 0,13+0,03 0,024+0,004 367+231 1,66+1,66
Co-germinagao+agua 80 0,73 385 0,12+0,04 0,027+0003 185+1,67 1,12+1,63
ABA 60 0,77 350 0,08+005 0,027+0,005 1,92+1,69 1,24 1,14
Fluridona 60 0,22 460 0,07+001 0023+0001 0,00+0,00 0,00+0,00
ABA+Fluridona 100 0,77 393 0,10+001 0,025+0,001 095+0,64 0,90+0,82

Médiastdesvio padrdo. Letras ausentes nas colunas ndo diferem estatisticamente entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05). N=5 (1 semente por replicata)

A Figura 20 mostra o aspecto das plantulas de leucena apos tratamento com ABA e

fluridona. Nitidamente é observada a inibicdo do crescimento de leucena na presenca de

fluridona, o que ndo ocorre com ABA. Por outro lado, a co-germinagdo com sementes de

sesbania combinada com ABA e fluridona afetou o desenvolvimento inicial de leucena que

apresentou reducdo no crescimento, alteragdes morfologicas e o escurecimento das raizes

primarias comparada ao controle (Figura 21).
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Figura 20. Aspecto geral das plantulas de leucena ap6s cinco dias de germinacdo na presenca
de agua destilada (C), acido abscisico (ABA), fluridona, (Flu).

Figura 21. Aspecto geral das plantulas de leucena apds cinco dias sem a presenca de
sementes de sesbania (C), co-germinadas em agua destilada (CO), acido abscisico (ABA) e
fluridona (Flu).
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9 Discussao

A fitotoxina catequina tem sido proposta como substancia mediadora da invaséo de
Centaurea stoebe, espécie originaria da Eurasia, em regifes da América do Norte, afetando as
comunidades nativas. Entretanto, a relevancia ecoldgica desta substancia depende, em parte,
de concentragdes liberadas e de sua estabilidade no solo para influenciar o crescimento e
desenvolvimento de plantas vizinhas (Perry et al. 2007). (+)-Catequina foi detectada no
tegumento das sementes de sesbania sendo liberada em altas concentragdes nos exsudatos de
suas sementes (235 pg/semente) logo nas primeiras 24 horas de embebi¢do com decréscimo
apos esse periodo (Simdes et al. 2008). Catequina isolada dos exsudatos de sementes de
sesbania afetou drasticamente o crescimento e o desenvolvimento de A. thaliana e O. sativa,
sugerindo que sua exsudacdo possa ser uma estratégia competitiva contra outras espécies
durante seu estabelecimento inicial e contribuir para seu comportamento invasor (Simdes
2008). No presente trabalho, leucena foi germinada na presenca de (+)-catequina (Sigma) na
concentracdo de 1 mg mL ™, quantidade esta um pouco abaixo daquela catequina liberada
pelo total de sementes de sesbania utilizadas neste ensaio (1,410 mg mL™). Altas
concentracdes de catequina e dos exsudatos brutos de sesbania (até 4 mg mL™) foram
anteriormente ensaiadas em sementes de tomate e arroz e ndo afetaram a germinagdo de
ambas as espécies, porém, reduziram o comprimento radicular. Tomate foi mais sensivel aos
efeitos da catequina do que arroz, entretanto, os efeitos dos exsudatos brutos foram superiores
comparados aos da catequina comercial. A possibilidade de um possivel efeito osmotico foi
descartada através de testes com polietilenoglicol (PEG 6000) (Coelho 2014). De acordo com
a Tabela 3, é possivel constatar que os efeitos causados pelos exsudatos de sesbania sobre a
germinacdo e o crescimento de leucena parecem nao ser ocasionados pela catequina, mas
devem-se, possivelmente, a outras substancias exsudadas por essas sementes. Veronesi (2013)
verificou que catequina comercial (Img mL™) também ndo afetou a germinacéo, IVG e o
desenvolvimento inicial das sementes e plantulas de P. dubium. Por outro lado, a catequina
isolada de folhas de Tachigali myrmecopyla inibiu o crescimento da radicula e do hipocétilo
de Mimosa pudica, planta daninha que infesta area de pastagens na Amazdnia e pertencente a
mesma subfamilia de leucena (Lobo et al. 2008). Inderjit et al. (2008) descrevem que o efeito
da catequina varia substancialmente e seu metabolismo pode ser altamente dindmico em solos
naturais. Em baixas concentracdes no solo, a catequina afetou o crescimento das plantulas de
Koeleria macrantha, co-ocorrente e de Bambusa arundinacea (bambu) ndo co-ocorrente com
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Centaurea stoebe (=maculosa) espécie considerada agressiva e dominante na América do
Norte, cujo comportamento invasor € atribuido principalmente a exsudacao de catequina pelas
suas raizes. Dessa forma, sugere-se que o efeito da catequina é espécie-especifico, variando
de acordo com a sensibilidade da espécie alvo e da concentracéo.

Aleloquimicos exsudados em diferentes dias por sementes de sesbania reduziram o
crescimento da radicula e do hipocétilo de leucena (Tabela 3). Igbal & Fry (2012) avaliaram o
efeito dos exsudatos das sementes de agrido de diferentes dias sobre o crescimento inicial de
A. caudatus. Os mesmos autores verificaram que compostos exsudados no 1° dia estimularam
ainda mais o crescimento do hipocoétilo, assim como, causaram forte reducdo no comprimento
radicular das plantulas-alvo comparado com os compostos exsudados apés o 3° dia. Os
autores concluiram que a rapida liberacdo dos compostos bioativos teria um papel ecolégico
de proteger a espécie doadora das espécies concorrentes, as quais se tornariam plantas frageis
incapazes de competir. De acordo com o presente estudo, aleloquimicos exsudados a partir do
2° dia por sementes de sesbania reduziram o comprimento radicular e do hipocotilo de
leucena (Tabela 3). A exsudacdo de compostos alelopaticos durante o processo de germinacgao
de sesbania sugere um efeito inibidor contra a espécie exotica quando no inicio de seu
estabelecimento. Entretanto, ao que parece, esta estratégia ndo se deve a exsudacdo de

catequina a qual ndo afetou o desenvolvimento das plantulas da espécie-alvo.

No mesmo periodo em que ocorre a exsudacdo de maior concentracdo de catequina
pelas sementes de sesbania, ABA também € exsudado até o 3° dia apds a embebicdo (Figura
19). Este hormdnio é conhecido por atrasar a germinacgéo e estar envolvido no mecanismo de
quebra de dorméncia das sementes (Potomati & Buckeridge 2002). Tonini et al. (2006)
detectaram a presenca de ABA enddgeno no tegumento das sementes de sesbania logo no 1°
dia de embebicdo, entretanto, no 3° dia 0 hormdnio foi detectado no embrido dessas sementes,
indicando que este possa ter um papel como modulador das interacBes bioquimicas e
fisiologicas entre os tecidos durante a germinacdo e o crescimento inicial das sementes e
plantulas de sesbania. Por outro lado, a presenca de ABA exdégeno (10*M) atrasou a
degradacdo de proteinas no endosperma e reduziu a atividade a-galactosidase no mesmo
tecido durante a degradacdo da galactomanano, sugerindo que o ABA possa desempenhar
diferentes papéis nessa espécie, dependendo de sua concentracdo, atuando como modulador
ou inibidor nas sementes e plantulas de sesbania (Tonini et al. 2010). Diferentemente, no

presente estudo, ABA parece ndo influenciar o crescimento e desenvolvimento de leucena,
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embora, a concentragao utilizada tenha sido menor do que as dos ensaios acima mencionados

e ndo foram realizadas anélises bioquimicas nas sementes tratadas com esse hormonio.

A fluridona é um inibidor que converte o fitoeno em fitoflueno na via de biossintese dos
carotendides, principais precursores do ABA em plantas. Desta forma, a inibicdo da
carotenogénese deve impedir a biossintese de ABA (Bartels & Watson 1978; Fong & Schiff
1979; Yoshioka et al. 1998). No presente trabalho, fluridona mostrou-se bastante tdxica para
leucena, sendo observada inibi¢do do crescimento da raiz e da parte aérea (Figuras 20 e 21).
Além disso, considerando-se que o ABA ja esta presente nos exsudatos, fluridona talvez ndo
exerca seu papel como inibidor da sua biossintese. Apesar de fluridona ser frequentemente
utilizada em ensaios como inibidor de ABA, outros inibidores podem ser testados como
norflurazon, ou ainda, um antagonista da agédo do hormonio (Sutlle et al. 2012).

Os resultados obtidos com os ensaios acima parecem indicar que ABA e catequina ndo
estdo associados aos efeitos causados pelos exsudados de sesbania sobre o crescimento e nas
alteracdes morfologicas observadas em leucena, sugerindo que outras substancias presentes
nos exsudatos possam agir como aleloquimicos. Simdes (2008) detectou grande quantidade de
acucares soluveis nos exsudatos do 4° e 5° dia das sementes de sesbania. Estudos mostram que
baixas concentracdes de manose e glucose inibem a germinacéo e o crescimento radicular de
sementes e plantulas de Arabidopsis thaliana (Pego et al. 1999; Baskin et al. 2001). Uma
proteina foi isolada das sementes de sesbania e apresentou atividade antifingica inibindo o
crescimento dos fungos filamentosos (Praxedes et al. 2011). Além disso, sesbanimida, um
potente alcaldide encontrado nas sementes de Sesbania spp. também foi detectado nos
exsudatos de sementes de S. virgata (Simdes 2008), e desta forma, € possivel sugerir que 0s
efeitos observados pelos exsudatos de suas sementes, possam estar relacionados a esse
alcaloide. Talvez a sesbanimida possa também estar envolvida na reducdo de absorcdo de
agua, efeito este, observado nas menores massas fresca de leucena (Tabela 3). Varias
substancias bioativas presentes nos exsudatos de sesbania podem agir sinergisticamente e

assim causar os efeitos inibitorios observados em leucena.

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que substancias
exsudadas a partir do 2° dia de embebicdo das sementes de sesbania afetam a germinacéo e o
crescimento inicial de leucena. Catequina parece ndo estar envolvida nestes efeitos quando
comparada ao controle, assim como o ABA, que é exsudado no mesmo periodo que o

flavondide. Desta forma, sugere-se que estes efeitos sdo devido a acdo de outras substancias
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presentes nos exsudatos como o alcaldide sesbanimida, por exemplo, que apresenta potente
atividade bioldgica (Simdes 2008).

Com o presente trabalho conclui-se que o ABA é exsudado pelas sementes de sesbania
ja nas primeiras 24 horas de embebicao das sementes, e assim como a catequina, ndo afetou a
germinacdo e o crescimento inicial de sementes e plantulas de leucena. Entretanto, os
exsudatos brutos causam efeitos, indicando a presenca e agdo de outras substancias bioativas

nos exsudatos de seshania que interferem no desenvolvimento de leucena.
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Consideracdes Finais: Como os dados obtidos no presente estudo suportam a teoria da
resisténcia de espécies nativas frente a invasdo de espécies exoticas

No presente trabalho foi demonstrado que leucena sofreu efeitos de inibicdo de
crescimento e desenvolvimento inicial, além de alteragdes no metabolismo dos carboidratos
ao longo da germinacdo quando na presenca das sementes e dos exsudatos de sesbania.
Considerando que sesbania e leucena sdo duas espécies pioneiras, com ciclo de vida curto, em
condi¢des naturais € possivel que sesbania possa impedir o crescimento de leucena, e esta,
levar desvantagem principalmente nos estagios iniciais de colonizacdo do ambiente, quando
entraria em contato com os aleloquimicos das sementes de sesbania. 1sso poderia explicar a
ndo ocorréncia de leucena no mesmo ambiente em que sesbania ocorre, apesar de leucena
também exsudar de suas sementes substancias alelopaticas como a mimosina. Costa &
Durigan (2010) avaliaram o crescimento e comportamento de leucena em uma area de campo.
Apos duas décadas de seu plantio, leucena em sua area limitada, apresentou alta densidade de
individuos regenerantes e nenhum deles foi amostrado além dos limites da area onde a espécie
foi plantada. Assim, 0s autores sugeriram que leucena ndo se comporta como espécie invasora
e agressiva, mas como espécie ruderal, aquela que ocorre em ambiente altamente perturbado
pela acdo humana, também denominada pioneira antropica. Entretanto, a utilizacdo da espécie
ndo é recomendavel quando a meta do plantio for a recuperacdo da diversidade de espécies

arboreas.

Cummings et al. (2012) descrevem que a hipétese das novas armas quimicas pode
ocorrer de forma inversa e aumentar a resisténcia das comunidades nativas a invasdo. Os
autores apresentam uma nova hipotese denominada, “segurancga interna”, na qual propdem
que plantas introduzidas podem ser mais suscetiveis aos aleloquimicos produzidos por
espécies nativas e assim 0s impactos das espécies exoticas invasoras em areas de
reflorestamento seriam reduzidos. Os mesmos autores avaliaram o efeito da serrapilheira de
17 espécies arboreas nativas sobre o crescimento de Sacharum spontaneum, uma graminea
invasora, e concluiram que a serrapilheira causou forte inibicdo no crescimento de S.
spontaneum. Corroborando a hipotese, aleloquimicos de Polygonella myriophylla (Small.
Horton) espécie nativa da Florida inibiram a invasdo de gramineas de origem sul-americanas
como Paspalum notatum (Weidenhamer & Romeo 2005). Além disso, plantulas de Schima
superba, Castanopsis chinensis, Castanopsis fissa, Cryptocarya chinensis (Hance) espécies
arbdreas nativas, inibiram o crescimento de Mikania micrantha H.B.K. em solo, espécie

altamente invasora em florestas e areas agricolas na China (Hou et al. 2012). Em resumo, 0s
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dados obtidos neste trabalho suportam a hipéOtese de seguranca interna (Cummings et al.
2012) que sugere que espécies introduzidas sdo sensiveis aos aleloquimicos liberados por
espécies nativas e estas podem adquirir resisténcia a invasdo. Este efeito seria mais visivel
durante o processo de colonizacdo do ambiente por ambas as espécies estudadas neste
trabalho. No caso do ambiente ja colonizado por seshania ou por outras espécies de plantas,
leucena levaria desvantagem considerando que é uma espécie pioneira heliéfita que necessita
de luz para seu estabelecimento e crescimento (Pandey & Kumar 2013). No caso de clareiras
ou areas devastadas a desvantagem poderia ser devida aos efeitos fitotoxicos de aleloquimicos
exsudados por sesbania. Embora, leucena também exsude de suas sementes substancias
fitotoxicas, a espécie mostrou-se sensivel aos aleloquimicos de sesbania, mas esta, por sua
vez, nao sofreu nenhuma influéncia quando na presenca das fitotoxinas exsudadas por

sementes da espécie exotica.
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Conclusédo

Corroborando a hipdtese da seguranca interna, os dados obtidos neste trabalho indicam
que leucena é sensivel aos aleloquimicos exsudados por sementes de sesbania. Os efeitos
observados ndo puderam ser atribuidos a catequina e ao ABA presente nos exsudatos de
sesbania, sugerindo que outras substancias exsudadas ou o sinergismo entre elas, seja

responsavel pelas alteracGes no crescimento e desenvolvimento da espécie exotica estudada.
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