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Resumo

Sesbania virgata (Cav.) Pers ¢ uma Fabaceae tropical, nativa da América do Sul, que ocorre
principalmente em beiras de estradas, campos alagaveis e em solos arenosos ou argilosos. Essa
espécie pioneira tem sido descrita como invasora em solos Umidos e alagados, especialmente em
plantagbes de arroz irrigado. As sementes de S. virgata exsudam metabolitos secundarios
antifangicos e fitotoxicos logo no inicio do processo de embebicao. O flavonodide (+)-catequina é a
principal fitotoxina dos exsudatos das sementes, sendo encontrada no seu tegumento e liberada em
altas concentragdes no primeiro dia de embebicdo. Recentemente, foi demonstrado que (+)-
catequina exsudada por sementes de S. virgata inibe a germinacdo de sementes de alface e tomate e
o0 crescimento de raizes de plantulas de arroz e de Arabidopsis thaliana. Uma hipotese recente sobre
novas estratégias de defesa vegetal sugere que o sucesso de uma espécie invasora pode ser devido,
entre outros, a producdo de aleloquimicos, os quais afetam espécies nativas que nao possuem a
mesma histdria evolutiva da planta invasora. Sendo assim, supBe-se que as plantas que co-ocorrem
em mesmo ambiente teriam desenvolvido mecanismos de tolerancia a esses aleloquimicos. Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a tolerancia de espécies que co-ocorrem com S.
virgata aos aleloquimicos exsudados por ela. Para tanto, foram realizados ensaios de co-germinacéao
nos quais foi estudado o efeito dos exsudatos de sementes de S. virgata sobre a germinacao e 0
metabolismo de carboidratos de duas espécies nativas de diferentes estagios sucessionais
(Enterolobium contortisiliquum e Peltophorium dubium) que co-ocorrem naturalmente com S.
virgata. Catequina comercial também foi utilizada nos ensaios de germinacéo, visando analisar seus
efeitos sobre a germinacdo e crescimento radicular das duas espécies nativas. Foi observado efeito
mais intenso dos exsudatos de sementes de S. virgata sobre a radicula e o metabolismo de
carboidratos de E. contortisiliquum, espécie secundaria, em relacdo ao crescimento de P. dubium,
espécie pioneira. Os efeitos observados em E. contortisiliguum sugerem que a inibicdo do
crescimento radicular reduziu a forca de dreno deste 6rgdo causando atraso na mobilizacdo dos
carboidratos de reserva. Ja para P. dubium houve aumento na mobilizacdo de reservas, porém, nao
foram detectadas diferencas no crescimento radicular. A presenca de endosperma rico em
galactomanano nas sementes de P. dubium pode estar relacionada & menor influéncia dos exsudatos
sobre esta espécie, atuando como barreira fisica para a entrada de aleloquimcos. Catequina
comercial ndo provocou nas espécies nativas os mesmos efeitos observados pela co-germinagao
com sementes de S. virgata, indicando que outras substancias presentes nos exsudatos, além da
catequina, sdo as responsaveis pela acdo observada. Os resultados obtidos demonstraram que

espécies co-ocorrentes também sofrem influéncia dos exsudatos de S. virgata, entretanto, esta é

Vi



menos intensa que aquela observada para espécies cultivadas e parece ndo ser devida unicamente a
presenca de catequina. Além disso, esta influéncia parece ser maior quando S. virgata co-germina
com espécies de diferentes estagios sucessionais.

Palavras-chave: aleloquimicos; (+)- catequina; sementes.
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Abstract

Sesbania virgata (Cav.) Pers is a tropical legume native to South America that occurs mainly in the
borders of roads, flooded fields and sandy or clay soils. This pioneer species has been described as
invasive in wetlands and moist soils, especially in irrigated rice plantations. The seeds of S. virgata
exude antifungal and phytotoxic secondary metabolites at the very beginning of the imbibition
process. The flavonoid (+)- catechin is the main phytotoxin leached from the seeds, being found in
the testa and released in high concentrations on the first day of imbibition. Recently, it has been
demonstrated that (+)-catechin leached by S. virgata seeds inhibits germination of lettuce and
tomato seeds and seedling root growth of rice and Arabidopsis thaliana. A recent hypothesis on
plant defense strategies suggests that the success of an invasive species may be due, among others,
the production of allelochemicals, which affect native species that do not have the same
evolutionary history of the invasive plant. Therefore, it is assumed that plants that grow in the same
environment would have developed tolerance to these allelochemicals. Thus, the aim of the present
work was to evaluate the tolerance of species that co-occur with S. virgata to its allelochemicals.
For that, co-germination assays were conducted in which it was studied the effect of seed leachates
of S. virgata on germination and carbohydrate metabolism of two native species of different
successional stages (Enterolobium contortisiliguum and Peltophorium dubium) that naturally co-
occur with S. virgata. Commercial catechin was also used in the assays to analyze its effects on
germination and root growth of the two native species. It was observed the most intense effects of
the leachates of S. virgata seeds on the radicle and carbohydrate metabolism of E. contortisiliquum,
a secondary plant species, than in P. dubium, a pioneer species. The effects observed in E.
contortisiliquum suggest that inhibition of root growth has reduced the sink strength, causing a
delay in the mobilization of the reserve carbohydrates. For P. dubium, it was observed increased
mobilization of reserves, however, no differences were found in root growth. The presence of
gslsctomanan-rich endosperm in seeds of P. dubium can be related to less influence of the S. virgata
leachates on this species, acting as a physical barrier to the entry of allelochemicals. Catechin did
not cause the same effects observed by the co-germination with seeds of S. virgata on the native
species, indicating that other substances present in the exudates are responsible for these effects.
The results of the present work showed that species that co-occur with S. virgata are also influenced
by its seed leachates, however, with less intensity than crops and the effects seem to be due not
solely to the presence of catechin. Furthermore, we observed that these effects seem to be more
pronounced when S. virgata co-germinates with species of different successional stages.

Key-words: Allelochemicals; (+)- catechin; seeds.
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1. Introducéo
1.1. Alelopatia

A alelopatia € descrita como um fenbmeno em que compostos quimicos liberados por uma
planta podem influenciar o crescimento e o estabelecimento de plantas vizinhas (Teasdale et al.
2012). Tais compostos, denominados fitotoxinas ou aleloquimicos, normalmente derivam do
metabolismo secundario e tém o potencial de mediar a interferéncia interespecifica entre plantas,
por reducdo do estabelecimento de espécies competidoras, de seu crescimento e de sua
sobrevivéncia. Centenas de fitotoxinas derivadas de vegetais j& foram identificadas. Esses
compostos variam substancialmente em sua estrutura quimica, modos de ag&o e efeitos nas plantas
(Weir et al. 2004).

Diferentes fitotoxinas inibem a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantas,
com efeitos na producdo de metabolitos, fotossintese, respiragdo, transporte de membrana e na
sinalizagdo quimica intracelular. As fitotoxinas vegetais podem ser liberadas como difusatos de
sementes, exsudatos de raizes, como volateis de folhas verdes ou como substancias lixiviadas de
tecidos vegetais vivos ou mortos (Perry et al. 2007).

Espécies invasoras ameacam a integridade de comunidades nativas e o estabelecimento de
monoculturas em novos habitats (Bais et al. 2003, Carmo et al. 2012). Muitas hip6teses tém sido
propostas na tentativa de explicar o sucesso de espécies invasoras, porém 0S mecanismos
envolvidos no complexo processo invasivo ainda sdo pouco conhecidos (Blair et al. 2005).
Recentemente, uma nova hipdtese sugere que as fitoxinas produzidas por espécies invasoras sdo
mais eficazes sobre as espécies nativas das areas invadidas do que contra aquelas com as quais a
planta invasora naturalmente co-ocorre (Perry et al. 2005, Inderjit et al. 2008, He et al. 2009,
Thorpe et al. 2009). Segundo essa hipotese, plantas que co-evoluiram com espécies que secretam
fitotoxinas desenvolveram resisténcia a esses metabdlitos, 0 que pode ndo ocorrer com a maioria
das espécies de outras comunidades, que sdo mais sensiveis a eles. Assim, a espécie invasora teria
maior vantagem competitiva em uma nova regido quando comparada a sua regido nativa. 1sso
poderia explicar a agressividade de algumas espécies exoéticas e invasoras (para revisdo ver Bais et
al. 2006), como € o caso de Centaurea maculosa Lam. (Asteraceae), uma espécie nativa da Eurasia
que mostrou efeito devastador sobre gramineas nativas dos Estados Unidos. Suas raizes exsudam
uma mistura racémica de (+) e (-)-catequina (Bais et al. 2002, He et al. 2009), que pode conferir
vantagens para C. maculosa em periodos criticos de seu desenvolvimento.

A catequina pertence a classe dos flavondides e esta presente em diversos vegetais na forma

de dois enantidmeros, a (-) e a (+)- catequina (Figura 1). Este composto é conhecido por sua forte



atividade fitotoxica e antifingica (Buta & Lusby 1986, Bais et al. 2002/ 2003, Igbal et al. 2003) e
sua presenca tem sido relatada em raizes, folhas e sementes de diferentes espécies (Ceballos et al.
1998, Bais et al. 2002, Wang et al. 2003, Simdes et al. 2008).

(-)- catequina (+)- catequina

Figura 1. Estrutura do flavondide (-) e (+)- catequina.

Ensaios in vitro demonstram que a catequina tem efeitos fitotoxicos sobre uma grande
variedade de plantas, porém o nivel de fitotoxicidade varia dependendo da espécie ensaiada e das
condigdes experimentais (Inderjit et al. 2008). Bais et al. (2003) relataram que os efeitos fitotoxicos
da catequina em raizes devem-se a rapida producdo de espécies reativas de oxigénio, seguida por
aumento de célcio e abaixamento do pH citoplasmatico, o que leva a condensacdo do citoplasma e
morte celular.

He et al. (2009) avaliaram a capacidade alelopatica de C. maculosa coletada no continente
europeu, onde é nativa, e no continente americano, onde é invasora, sobre espécies competidoras
européias, que teriam o mesmo histérico evolutivo de C. maculosa, e americanas, que nao
possuiriam este histérico. Os autores observaram que as espécies competidoras norte-americanas
sofreram maior inibicdo de ambas as populacbes de C. maculosa em relacdo as espécies
competidoras européias. Neste mesmo trabalho foram aplicados, exogenamente, pulsos de
catequina no solo e observada alta taxa de mortalidade das espécies competidoras americanas em
comparacdo as espéecies competidoras européias, corroborando a hipétese de que plantas que co-
ocorrem com espécies que produzem aleloquimicos seriam mais resistentes a eles.

Embora alguns trabalhos com C. maculosa reforcem a hipétese do efeito mais eficaz das
fitotoxinas exsudadas por plantas exdticas sobre populaces nativas, outros realizados com essa
mesma espécie ndo encontraram evidéncias favoraveis a ela e, ha uma década, existe uma ampla
discussé@o sobre o tema na literatura (Bais et al. 2003, Blair et al. 2005/ 2006, Inderjit et al. 2008,

Duke et al. 2009, Thorpe et al. 2009). Alguns autores questionam a atividade fitotoxica dessa



substancia em ambiente natural (Blair et al. 2005/ 2006) uma vez que esta atividade é dependente
da sua estabilidade em diferentes tipos de solo e das interagdes com 0s seus constituintes como, por
exemplo, microrganismos (Perry et al. 2007, Pollock et al. 2009, Thorpe & Callaway 2011). Além
disso, Weir et al. (2006) relataram que algumas espécies nativas norte-americanas podem apresentar
diferentes graus de resisténcia a catequina exsudada por raizes de C. maculosa e que esta resisténcia
estd relacionada a liberacdo de oxalato, que age bloqueando a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, reduzindo assim os danos oxidativos causados por essa fitotoxina.

Em Sicyos deppei G. Don (Cucurbitaceae), uma espécie invasora endémica do Mexico, 0s
lixiviados aquosos de partes aéreas mostraram forte efeito inibidor sobre outras plantas,
ocasionando atraso na germinacdo e reducdo severa do crescimento da radicula. Dentre os efeitos
toxicos desses lixiviados foram relatados a producdo de perdxido de hidrogénio, a peroxidacéo de
lipideos de membrana e a consequente inibicdo da atividade de ATPases e NADPH oxidases (Lara-
Nufiez et al. 2006). Em sementes de tomate, ensaios in vitro revelaram que as fitotoxinas
produzidas por essa espécie atrasam a degradacdo dos carboidratos de reserva, reduzem a atividade
de enzimas do metabolismo de sacarose e de hidrélise de parede celular e aumentam o teor de 4cido
abscisico (Lara-NuUfez et al. 2009). Entretanto, as substancias responsaveis por esses efeitos ainda

ndo foram quimicamente caracterizadas nessa espécie.

1.2. Aleloquimicos exsudados por sementes

Embora inimeros trabalhos descrevam efeitos supostamente alelopéticos de substancias
liberadas ou extraidas de vegetais, a maioria dos estudos avalia o efeito de fitotoxinas exsudadas por
raizes e como estas podem influenciar a habilidade de uma planta em se tornar invasiva em um
novo ambiente (Bais et al. 2002, Walker et al. 2003, Xuan et al. 2006). Poucos relatos referem-se a
quimica da regido que circunda a semente germinante. Sementes também possuem a capacidade de
liberar aleloquimicos ap6s o inicio do processo de embebicdo, 0s quais podem contribuir para o
comportamento invasivo de algumas espécies (Ndakidemi & Dakora 2003).

A regido do solo que envolve as sementes durante a germinacdo € denominada de
espermosfera (Nelson 2004). Esta é uma regido dindmica, onde ocorrem muitas mudancas de
composicdo devido a liberagdo de compostos com o inicio da embebicdo das sementes. As sementes
sdo ricas em compostos de reservas como polissacarideos, lipideos e proteinas, sendo muito
atrativas para herbivoros e microrganismos. Sendo assim, a liberacdo de substéncias capazes de
inibir o crescimento e o estabelecimento de patdgenos e de outras espécies competidoras, poderia

representar uma vantagem para o estabelecimento inicial da plantula (Nelson 2004).



Estudos relatam a exsudacdo de metabolitos secundarios por sementes de Fabaceae e seu
papel nas relagbes quimicas com microrganismos e interacOes alelopaticas (Ndakidemi & Dakora
2003). Em Copaifera officinalis (Jacg.) L. e Copaifera langsdorffii Desf. hé relatos da presenca de
cumarinas nas sementes e que sao exsudadas durante a embebicdo (Veiga Junior et al. 2007, Lima
Neto et al. 2008). Duas biscumarinas, a ipomopsina e a himineina, com atividade fitotoxica e
antifangica, foram isoladas de sementes de Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, sendo exsudadas
no inicio da embebicdo (Simbes 2008, Simdes et al. 2009). Em Vicia faba L., foi detectada a
exsudacdo de flavonoides presentes no tegumento, cotilédones e na radicula das sementes, que
afetam a germinacéo e o desenvolvimento de varias espécies vegetais (Bekkara et al. 1998, Xuan &
Tsuzuki 2002).

Altas concentracbes de compostos fenolicos constitutivos tém sido encontradas no
tegumento de sementes de espécies de Sesbania (Fabaceae), sendo algumas dessas substancias
rapidamente liberadas durante o processo de embebicdo e encontradas no ambiente que circunda a
semente germinante (Ceballos et al. 1988). Ceballos et al. (1998) estudaram a exsudacdo de
aleloquimicos por duas espécies de Sesbania e verificaram que elas liberam catequinas,
proantocianidinas e luteolina durante o processo germinativo. Em S. drummondii (espécie perene), a
molécula de (+)-catequina foi encontrada em quantidade superior a de (-)-catequina e em S.

vesicaria (espécie anual) houve o predominio de (-)-catequina.

1.3. Seshania virgata como modelo experimental

Espécies de sesbania sdo descritas como invasoras na regido Nordeste do Brasil, ocupando
margens de rios e reservatorios, impedindo o crescimento de espécies nativas e provocando Serios
impactos nos ecossistemas (Andrade 2006). Sesbania virgata Cav. Pers é uma espécie arbdrea de
ocorréncia natural no Brasil, principalmente em matas ciliares, estando associada aos estagios
iniciais de sucessdo ecoldgica (Potomati & Buckeridge 2002; Araldjo et al. 2004). Ela produz
sementes que se mantém viaveis por longos periodos, formando bancos transitérios de sementes no
solo (Pott & Pott 1994). A espécie tem sido descrita como invasora em solos umidos e alagados,

especialmente em culturas de arroz irrigado (Kissmann & Groth 1999, Lorenzi 2000) (Figura 2).



Figura 2. Sesbania virgata. Aspecto da arvore (A e B), folhas (C), flores (D) e sementes (E).

As sementes de S. virgata acumulam galactomanano nas células do endosperma, um
polissacarideo de reserva que € mobilizado ap0s a germinacao, e cujos produtos de degradacao séo
utilizados para o desenvolvimento do embrido (Buckeridge & Dietrich 1996). Parte dos agucares
gerados durante a mobilizacdo do galactomanano é exsudada para 0 meio de embebicdo, juntamente
com substancias fitotoxicas e antiflngicas, sugerindo a existéncia de estratégias competitivas e de
defesa que garantem o estabelecimento inicial da plantula (Simdes 2008). Recentemente, foi
demonstrado que o flavondide (+)-catequina é a principal fitotoxina exsudada por essas sementes e
que ela inibe o desenvolvimento de plantulas de Arabidopsis e arroz e retarda a germinacdo de
outras espécies agronémicas, como alface e tomate. A (+)-catequina foi encontrada no tegumento
das sementes de S. virgata, sendo liberada em altas concentracbes (235 pg de (+)-
catequina/semente) apos 24 horas de embebicdo (Simdes et al. 2008).

Até o momento, os efeitos da catequina isolada de sementes de S. virgata foram avaliados
somente sobre espécies cultivadas. Em experimentos de campo, na restauracao de areas mineradas,
S. virgata apresentou-se promissora (Coutinho et al. 2005) e com grande capacidade de tolerar a
competicdo com espécies herbaceas (Pereira 2009). Além disso, Chaves et al. (2003) e Coutinho et

al. (2006) relataram, ainda, que as mudas de S. virgata desenvolvem-se bem em substratos de
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residuos industriais com baixa fertilidade. Este comportamento pode estar relacionado, em parte, a
presenca e/ou liberacdo de catequina pelas sementes ou partes da planta como raizes e folhas, o que
reduziria a competicdo com espécies com as quais dividiria o ambiente. Contudo, existem poucas
informag@es sobre a fitotoxicidade desse metabdlito sobre espécies nativas que co-ocorrem com S.
virgata em seu ambiente natural. Também a influéncia de catequina no metabolismo de sementes
em relacdo a degradacdo de reservas e atividade de enzimas relacionadas a ela ainda ndo foi
avaliada. Desse modo, a avaliacdo dos efeitos dos exsudatos de sementes de S. virgata sobre a
germinacdo e o metabolismo de carboidratos de sementes de espécies co-ocorrentes de diferentes
estagios sucessionais é importante para a compreensdo da intensidade do comportamento invasivo
de S. virgata ao longo do progresso da sucessdo ecologica e da recuperacdo de areas degradadas.
Além disso, a utilizacdo de espécies tropicais co-ocorrentes com S. virgata permite testar a hipotese
de que algumas espécies invasoras possuem novos aleloquimicos, que seriam mais toxicos para as
espécies que ndo co-ocorrem do que para aquelas plantas que co-ocorrem com a espécie invasora

em ambiente natural (Callaway & Ridenour 2004, Inderjit et al. 2008).



2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivos avaliar a suposta tolerancia de espécies nativas co-
ocorrentes a toxicidade da catequina exsudada por sementes de S. virgata. Para tanto, foi estudado o
efeito da catequina naturalmente exsudada por sementes dessa espécie sobre a germinagdo e o
metabolismo de carboidratos de reserva e de parede celular de sementes de Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong. (tamboril) e Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (canafitula)

duas espécies que ocorrem no mesmo ambiente natural de S. virgata.



3. Metodologia
3.1. Material Biologico

e Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. (Fabaceae) foram procedentes de pelo menos 12
individuos existentes no municipio de Lavras, MG.

e Sementes de Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong. (Fabaceae) (tamboril) e
Peltophorum dubium (Spreng.) (Fabaceae) (canafistula) foram obtidas no Banco de Sementes do
Nucleo de Pesquisa em Sementes do Instituto de Boténica de S&o Paulo, SP.

E. contortisiliquum, conhecida popularmente como tamboril, é uma espécie arbdrea de grande
porte pertencente a familia Fabacae, nativa do Brasil. Esta espécie € descrita como ndo pioneira na
sucessdo ecoldgica (Aquino et al. 2009). E. contortisiliquum € encontrada frequentemente
colonizando areas desmatadas e, em decorréncia, ¢ amplamente utilizada na recuperacdo de areas
degradadas, em reflorestamentos mistos (Durigan et al. 2002) (Figura 3). P. dubium, conhecida
popularmente com canafistula, também é uma espécie arbodrea, pertencente a familia Fabaceae,
nativa brasileira (Figura 4). Esta espécie é descrita como pioneira na sucessdo ecoldgica e ocorre
naturalmente em todo o dominio da floresta estacional semi decidual (Donadio & Dematté 2000,
Wanli et al. 2001). E comumente encontrada colonizando pastagens e ocupando clareiras em matas,
sendo utilizada para composicdo de reflorestamentos mistos e recuperacdo de area degradadas
(Lorenzi 1992, Donadio & Dematté 2000). As sementes de E. contortisiliquum e P. dubium
possuem dorméncia por impermeabilidade do tegumento (Aquino et al. 2009, Guimarées et al.
2011), que pode ser quebrada com qualquer procedimento que rompa este tecido, possibilitando a
entrada de agua e a ativacdo dos processos metabolicos.



(D).

Figura 4. Peltophorum dubium. Aspecto da arvore (A), flores (B), frutos (C), sementes (D) e plantulas (E).

3.2. Ensaios de co-germinagdo

Sementes de S. virgata foram escarificadas mecanicamente com lixa. Sementes de
Enterolobium contortisiliquum (tamboril) e Peltophorum dubium (canafistula) foram escarificadas
mecanicamente por esmeril e desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio comercial a
10% por 10 min e lavadas com agua destilada autoclavada antes dos ensaios.

Os ensaios foram desenvolvidos em camaras de germinacdo do tipo BOD, a 25°C e
fotoperiodo de 12 h. As sementes foram distribuidas em caixas tipo gerbox transparentes (11 x 11 x
3 cm), contendo duas de folhas de papel de filtro grosso na base, umedecidas com 7 mL de agua
destilada (Simdes 2008), nos quais foi dissolvido o fungicida DEROSAL (1,5 mL L™ v/v). Uma

folha de papel toalha tipo germitest umedecida com agua destilada foi colocada sobre as sementes.
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Foram utilizadas 3 repetigdes com 10 sementes em cada caixa, totalizando 30 sementes por
tratamento para E. contortisiliquum ou P. dubium. Ao lado de cada uma das sementes das duas
espécies foi depositada uma semente de S. virgata. Para controle do ensaio, as sementes das
espécies nativas foram germinadas na auséncia das sementes de S. virgata. A germinagdo foi
monitorada por 5 dias, sendo utilizado como critério germinativo a emergéncia radicular. As coletas
foram realizadas diariamente e o material utilizado para as analises de carboidratos soluveis e
parede celular foi seco em estufa a 60 °C por 7 dias. O material utilizado para as analises
enzimaticas foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -20 °C. Os ensaios
foram realizados em delineamento experimental inteiramente casualizado. Todas as anélises foram

realizadas em triplicata.

3.3 Ensaios de germinagdo com catequina comercial

As condigdes deste ensaio foram as mesmas descritas no item anterior (item 3.2), assim
como a quantidade de sementes das duas espécies, exceto pelo fato das sementes de S. virgata
serem substituidas por solucdo de catequina Sigma na concentracdo de 1 mg mL™ (p/v). Assim, no
inicio do experimento as folhas de papel de filtro foram umedecidas com 7 mL de solucdo de
catequina Sigma ou apenas com agua destilada, no caso do tratamento controle e em ambos
tratamentos foi dissolvido o fungicida DEROSAL (1,5 mL L™ v/v). Também foram utilizadas 3
repeticfes de 10 sementes por tratamento. A germinacdo, da mesma forma que no ensaio anterior,
foi monitorada por 5 dias, sendo utilizado como critério germinativo a emergéncia radicular. As
coletas foram realizadas aos 1, 3 e 5 dias do inicio da embebicdo. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

3.4. Anélises de carboidratos

O metabolismo de agUcares e o afrouxamento da parede celular, que permite a protrusdo da
radicula, sdo eventos cruciais durante o processo germinativo. Como era de conhecimento prévio
que os exsudatos de sementes de S. virgata causam inibicdo e atraso da germinacdo de sementes
(Simdes 2008, Simdes et al. 2008), neste trabalho foram caracterizados e quantificados 0s
carboidratos de reservas encontrados nas sementes das espécies nativas selecionadas germinadas
com &gua destilada ou na presenca de sementes de S. virgata. Foram analisados os teores de

acucares sollveis, amido e polissacarideos de parede celular.
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3.4.1. Extracao de carboidratos soluveis
Aliguotas do embrido ou endosperma (este presente apenas em sementes de P. dubium) das

sementes das espécies nativas foram liofilizadas, moidas e submetidas a extracdo de carboidratos
sollveis, conforme descrito por Carvalho et al. (1998). A extracao foi feita a partir de 300 mg de
massa seca, aos quais foram acrescentados 5 mL de etanol 80%. A mistura foi homogeneizada e
incubada a banho-maria a 80°C por 15 minutos. Ap6s centrigugacdo (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 2 vezes. Os sobrenadantes foram reunidos e
concentrados em evaporador rotatorio (r-215, Buchi, Switzerland) a 36°C até completa remocao do
etanol. Os extratos foram retomados em 2 mL de agua destilada e analisados quanto aos seus teores
de acUcares totais e redutores (item 3.4.2). Os residuos da extragdo foram mantidos em congelador a
— 20°C para posterior quantificacdo de amido (item 3.4.6) e analise dos polissacarideos paredes

celulares (item 3.4.7). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.4.2. Quantificagéo dos carboidratos

Os extratos obtidos no item 3.4.1 foram analisados quanto aos seus teores de agUcares totais
pelo método do fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956) tendo glucose como padrdo (Sigma). A leitura
da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 490 nm, em espectrofotémetro (SP-22,
Biospectro, Curitiba, PR). A quantificacdo de aclcares redutores foi realizada conforme método
descrito por Somogyi-Nelson (Somogyi 1945), com leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a
520 nm e também utilizando glucose (Sigma) como padrdo. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

3.4.3. Andlise qualitativa dos carboidratos sollveis por cromatografia liquida de troca anidnica de
alta resolucéo (HPAEC/PAD)

Aliquotas de 1 mL dos extratos obtidos no item 3.4.1 foram purificadas em coluna de troca
ibnica de 5 mL, utilizando resinas Dowex de troca catidnica 50 x 8 (100-200 mesh) e anidnica 1 x 8
(52-100 mesh). A eluigdo foi realizada com 30 mL de &gua deionizada e o volume final teve o pH
ajustado para 7,0 com hidroxido de amonio 0,4 M. Apo6s a purificacdo, as amostras foram
liofilizadas, concentradas em 1 mL de &gua deionizada e novamente submetidas a quantificacdo de
carboidratos totais para ajuste da concentracéo em 400 pg mL™ (Carvalho et al. 1998).

A anélise da composigdo em carboidratos solUveis foi realizada através de cromatografia de

troca anibnica de alta resolucdo com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em
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cromatdgrafo liquido DIONEX modelo 1ICS3000 (Dionex, Thermo Scientific, USA) com coluna
CarboPac PA-1. Os carboidratos solveis foram eluidos isocraticamente com 100 mM de NaOH,
com fluxo de 0,25 mL min™, por 35 min. A identificacdo dos carboidratos soldveis, mio-inositol,
glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose, foi realizada por comparacdo dos tempos de
retencdo com padrdes comerciais (Sigma). Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

3.4.4. Extracao de galactomanano

Os endospermas das sementes de P. dubium foram separados manualmente do tegumento e
do embrido. Os endospermas isolados foram secos, moidos, pesados e homogeneizados em agua
destilada (100 mL g™ de pd) a 80°C, por 8 horas. O extrato foi filtrado em nailon e submetido &
precipitacdo com 3 volumes de etanol comercial a 4°C, durante 24 horas. Apos precipitacdo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi coletado por filtragdo em nailon 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 (Buckeridge & Dietrich 1990). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.4.5. Hidrolise &cida e composi¢do do galactomanano

Dois miligramas da galactomanano (item 3.4.4) foram colocados em ampola de vidro e a ele
adicionados 50 pL de acido sulfurico 72%. A mistura foi aquecida a 30°C em banho-maria por 45
min. Apos esta etapa, 850 pL de dgua destilada foram acrescentados na solucdo. As ampolas foram
seladas em bico de Bunsen e o material foi hidrolisado em autoclave a 121 °C, 1,5 atm por 1 h.
Apbs hidrolise, o pH da solucdo foi neutralizado com NaOH 50%. As amostras foram purificadas
utilizando resinas Dowex cationica e anidnica (item 3.4.3), quantificadas quanto ao teor de aclcares
totais (item 3.4.2) e analisadas por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPAEC/PAD) (item
3.4.3), sendo 0s monossacarideos neutros eluidos isocraticamente com NaOH 16 mM, com fluxo de
0,25 ml/min, em tempo de corrida de 30 min, sendo identificados por comparacdo dos tempos de
eluicdo com padrdes comerciais de fucose, ramnose, arabinose, galactose, glucose, xilose e manose

(Sigma). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.4.6. Extracgéo e quantificacdo de amido
Aliquotas de 10 mg do residuo da extracdo de carboidratos soluveis (item 3.4.1) foram
submetidas a extracdo de amido pelo metodo enzimatico descrito por Amaral et

al. (2007). Ao residuo foram acrescentados 0,5 mL de alfa-amilase [120 U mL™] termoestavel de
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Bacillus licheniformis (EC 3.3.1.1, Megazyme®, Irlanda) em tampdo MOPS [4cido 3-(n-morfolino)
propanosulfénico] 10 mM pH 6,5, seguido por incubacdo a 75°C por 30 minutos. Este
procedimento foi realizado duas vezes. Apos resfriamento das amostras, para aproximadamente
50°C, foram adicionados 0,5 mL de solucéo contendo [30 U mL™] de amiloglucosidade (AMG) de
Aspergillus niger (EC 3.2.1.3 Megazyme®, Irlanda) em tamp&o acetato de sédio 100 mM pH 4,5,
seguido por incubacdo a 50°C por 30 minutos. Este procedimento foi realizado duas vezes. A
reacdo enzimatica foi interrompida e as proteinas precipitadas com a adi¢do de 100 pL de &cido
perclorico 0,8 M.

A quantificacdo do amido foi realizada através da liberacdo de glucose pela quebra
enzimatica deste polissacarideo. Desta forma, foram incubados 20 pL de extrato e 300 pL do
reagente Glucose 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. Apds a incubacéo foi
realizada a leitura em microplacas de ELISA em comprimento de onda 490nm. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

3.4.7. Extracao da parede celular

Aliquotas do residuo (aproximadamente 200 mg) da extracdo de carboidratos soltveis (item
3.4.1) foram submetidos a extracdo com dimetilsulfoxido 90% (DMSO), na proporcao de 10 mL para
1 g de material, com agitacdo constante por 16 h, a temperatura ambiente, para eliminacdo parcial do
amido. Apos a extracdo com DMSO, as amostras foram lavadas com agua destilada por 3 vezes e 0s
sobrenadantes desprezados. Os residuos foram submetidos a incubacdo com amiloglucosidade
(AMG) de Aspergillus niger (EC 3.2.1.3 Megazyme®, Irlanda) (1 unidade da enzima para cada 10
mg de material) para completa retirada do amido. O residuo foi exaustivamente lavado com agua
destilada, liofilizado e pesado.

Apos a retirada do amido, o residuo foi lavado com 10 mL de tampéo fosfato de potassio
100 mM pH 7,0, centrifugado a 800 g por 10 min e o sobrenadante descartado. Este procedimento
foi realizado 3 vezes, seguido por lavagem com 10 mL de agua destilada, também por 3 vezes. Em
seguida, o residuo foi lavado com 10 mL de cloroférmio:metanol [1:1] (v/v), 10 mL de acetona e 10
mL de éter etilico. Cada uma destas etapas foi repetida duas vezes. A cada etapa de lavagem, o
material foi agitado, centrifugado a 800 g por 10 min e os sobrenadantes, contendo os solventes
organicos foram descartados. O residuo foi seco em estufa a 60°C por trés dias e pesado para
obtencdo do rendimento de parede celular (modificado de Gorshkova et al. 1996). Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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3.4.8. Hidrdlise acida e quantificacdo de acucares da parede celular

Dois miligramas da parede celular bruta de cada amostra de embrido de cada umas das
espécies e do endosperma de canafistula foram colocados em ampola de vidro e a ele adicionados
500 pL de é&cido trifluoroacético (TFA) 2N. As ampolas foram seladas em bico de Bunsen e o
material foi hidrolisado em autoclave a 121 °C, 1,5 atm por 1 h. Os hidrolisados resultantes foram
evaporados em aparelho “speed vac”, lavados com 500 puL de etanol, e novamente evaporados. Este
procedimento foi repetido duas vezes para completa evaporacdo do 4cido e, ao final, foi feita uma
lavagem utilizando-se agua deionizada. O material foi retomado em 500 pL de agua deionizada e
quantificado quanto ao seu teor de acucares totais, conforme descrito no item 3.4.2, e &cidos
urénicos (Filisetti-Cozzi & Carpita 1991), neste caso, utilizando acido galacturénico (Sigma) como
padréo.

O restante do material foi reservado para analise por cromatografia liquida de alta resolucdo
(HPAEC/PAD) (item 3.4.3), sendo os monossacarideos neutros eluidos isocraticamente com NaOH
16 mM, com fluxo de 0,25 ml/min, por de 30 min e identificados por comparacdo dos tempos de
eluicdo com padrdes comerciais de fucose, ramnose, arabinose, galactose, glucose, xilose e manose

(Sigma). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.5. Ensaios enzimaticos

Foram avaliadas as atividades das enzimas a-amilase, o-galactosidase e invertase,
relacionadas a degradacao de reservas em sementes. Todos 0s ensaios foram realizados utilizando
embrides de sementes de E. contortisiliguum e P. dubium. Além disso, a atividade de a-

galactosidase também foi analisada no endosperma de P. dubium.

3.5.1. Extracgéo e quantificagdo de atividade de a-amilase

Para a extracdo de a-amilase foram pesados 50 mg de massa fresca dos embrides,
congelados e macerados em nitrogénio liquido. A estes foi acrescentado 1 mL de tampédo fosfato de
potassio 50 mM, pH 6,8 e a suspensdo foi mantida por 30 min a 4°C com agitacdo casual. Na
sequéncia o material foi centrifugado a 3000 g por 5 min em centrifuga refrigerada e o sobrenadante
foi recolhido. O procedimento foi inteiramente realizado a frio (5°C). As analises foram realizadas
em duplicatas para cada uma das trés replicatas (Bernfeld 1955).

A atividade de a-amilase foi avaliada adicionando-se 50 pL de extrato enzimatico a 50 puL

de uma solucdo de amido 1% em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,8 e incubando-se a
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mistura por 30 min a 37 °C. A reacdo foi interrompida acrescentando 50 pL de reagente acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) e levando-se a fervura por 10 min. A quantificacdo foi realizada por ensaio
colorimétrico a 570 nm em leitor de ELISA utilizando maltose Sigma como padréo. A quantidade
de proteinas foi avaliada conforme descrito no item 3.6. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

3.5.2. Extracao e quantificacao de atividade de a-galactosidase

A extragdo de a-galactosidase foi realizada conforme descrito por Reid & Maier (1973) e
Buckeridge & Dietrich (1996), sendo utilizados 100 mg de material fresco, para embrides de E.
contortisiliquum e 50 mg para embrides e endosperma de P. dubium. O material foi homogeneizado
em 1 mL de tampé&o Tris-HCI 20 mM, pH 7,8 e deixado em repouso por 30 min em banho de gelo.
Apos centrifugacdo a 13000 g por 5 min em centrifuga refrigerada a 5 °C, o sobrenadante foi
recuperado e o residuo descartado.

A atividade da enzima foi avaliada utilizando 10 pL de extrato, 10 pL de tampdo Mcllvaine
(fosfato de sédio 200 mM + acido citrico 100 mM) pH 4,4 e 10 pL de substrato especifico p-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (PNP, Sigma) 50 mM e incubando-se a mistura por 20 min a 45
°C. A atividade foi interrompida acrescentando 1 mL de carbonato de sédio 200 mM. Efetuou-se
leitura a 405 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec® 3100). 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 umol galactose. min™. mg™ de proteina. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

3.5.3. Extracdo e quantificacdo de invertases

A extracdo de invertases foi realizada conforme protocolo descrito por Shimon-Kenner et al.
(2000). Foram pesados 100 mg de material para ambas as espécies. Estes foram homogeinizados em
1 mL de tampdo fosfato de s6dio 200 mM contendo 20% de glicerol e 20 uM de sulfato de
manganés, pH 7,5. Apos centrifugacdo a 13000 g por 10 min em centrifuga refrigerada a 5°C, o
sobrenadante foi recolhido e utilizado para as analises da atividade das invertases vacuolar e
citosolica. O material insoltvel foi submetido a lavagem com 1 mL de tampdo HEPES-NaOH 50
mM contendo 0,5 mM de Na;EDTA, 2,5 mM de ditioteitrol (DTT), 0,5% de albumina de soro
bovino (BSA) e 1% de polivinilpirrolidona (PVP), pH 7,5. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o residuo submetido a nova extracdo com 0 mesmo tampdo descrito acima acrescido

de 1 M de NaCl, por 2 h em banho de gelo. Apds centrifugacdo, o residuo descartado e o
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sobrenadante foi recolhido e utilizado para avaliagdo da atividade invertasica de parede celular
(apoplastica).

Para determinacdo da atividade invertasica &cida vacuolar foram utilizados 200 pL de
extrato enzimatico e 200 pL de tamp&o acetato de sédio 500 mM contendo 60 mM de sacarose e
0,01% de BSA, pH 5,7. Foi realizada incubagdo da mistura por 30 min a 40 °C. A reacéo foi
interrompida com fervura por 5 min. Foram utilizados como tempo zero da reacdo extratos pre-
fervidos.

A determinacdo da atividade invertasica neutra citosolica ocorreu sob mesmas condigdes
descritas acima, porém com tampdo de incubacdo em pH 7,5. Para a determinacdo da atividade
invertasica acida de parede celular, foi utilizado tamp&o a pH 4,7. Apés a fervura, estas amostras
apresentaram-se turvas, sendo assim, necessaria a centrifugacdo por 10 min antes de realizar o
ensaio colorimétrico de quantificagéo.

A quantificagdo da atividade das trés enzimas foi realizada através de ensaio colorimétrico
utilizando o reagente Glucose PAP Liquiform (Centerlab®), contendo as enzimas glicose oxidase e
peroxidase (GOD-POD) e 4-aminoantipirina e fenol pH 7,5 e a leitura foi realizada a 490 nm em
leitor de ELISA, utilizando glucose (Sigma) como padrdo. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

3.6. Quantificacdo de proteinas
A quantificagdo de proteinas em todos os extratos enziméticos foi efetuada utilizando o
método de Bradford (1976), tendo albumina de soro bovino (Sigma) como padrdo. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

3.7. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental para todos os experimentos foi inteiramente casualizado, com
no minimo trés repeticdes por tratamento. Os dados foram previamente submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), sendo todo e qualquer contraste entre médias avaliado pelo teste de Tukey (p<
0,05), utilizando o programa estatistico Bioestat. Quando foi necessaria a realizacdo de corre¢des da
normalidade e da heterogeneidade, os valores foram transformados para arc sen (%)0,5 (Santana &
Ranal 2004).
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4. Resultados

4.1. Mobilizacdo dos carboidratos de reserva e atividade de enzimas relacionadas ao processo
germinativo e pds-germinativo em sementes de Enterolobium contortisiliquum co-germinadas com
Sesbania virgata

A germinacdo de sementes de E. contortisiliquum em agua destilada iniciou dois dias ap6s o
inicio do processo de embebicdo e aos 3 dias a taxa germinativa atingiu aproximadamente 90%, o
mesmo sendo observado para as sementes co-germinadas. Entretanto, foi observado maior indice de
velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de E. contortisiliquum quando em presenca de
sementes de S. virgata (Figura 5A). O teor de agua aumentou de 60 para aproximadamente 90%, de
1 para 5 dias, respectivamente, para ambos os tratamentos (Figura 5B). As sementes de E.
contortisiliquum submetidas a co-germinagdo com S. virgata apresentaram aumento significativo de
massa fresca aos 4 dias. Neste mesmo dia também foi detectada diferenca significativamente maior
de massa seca no tratamento co-germinacdo quando comparado ao controle (Figura 6).

Apesar de ndo terem sido detectadas diferencas significativas na porcentagem de
germinacdo e no teor de agua ao longo do experimento entre as sementes controle e as co-
germinadas com S. virgata, foram observadas alteragdes na coloragdo e na morfologia, no
comprimento e no didmetro (dados ndo mostrados) nas raizes primarias de E. contortisiliquum
quando estas co-germinaram com S. virgata (Figuras 7, 8). Conforme mostrado na Figura 9, houve
nitida tendéncia de reducdo no comprimento radicular quando sementes de E. contortisiliquum

foram co-germinadas com sementes de S. virgata.
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Figura 5. (A) Germinacdo (%), Inserto: IVG: indice de velocidade de germinacéo e (B) teor de agua (%) do
embrido de Enterolobium contortisiliquum durante 5 dias de germinacdo, A: ( OO ) controle e (@ ) co-
germinacdo com Sesbania virgata, B: (4 ) controle e ([O) co-germinacdo com Sesbania virgata. Os dados

representam a média de N= 3 (10 sementes cada replicata).
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Figura 6. (A) Massa fresca e (B) massa seca de sementes de Enterolobium contortisiliquum durante 5 dias
de germinacéo, (¢) Controle e () co-germinagdo com Sesbania virgata. As barras representam o desvio
padrdo da média de N= 3 (10 sementes cada replicata). (*) Refere-se a diferenca significativa entre os
tratamentos por Tukey 5% de probabilidade.
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Figura 7. Aspecto das sementes de Enterolobium contortisiliguum em bioensaio de co-germina¢do com
sementes de Sesbania virgata (tratado) ou germinadas em &gua destilada (controle). Barras = 1 cm.
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Controle

Co- germinacéo

Figura 8. Detalhe das plantulas de Enterolobium contortisiliquum germinadas na presenca de sementes de
Sesbania virgata com 5 dias de germinacdo. A seta indica a raiz de E. contortisiliguum com alteracdo de
coloracdo e forma. Barra=1 cm.
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Figura 9. Crescimento de raiz priméaria de sementes de Enterolobium contortisiliquum durante 5 dias de
germinacéo, (¢) Controle e ([J) co-germinagdo com Sesbania virgata. As barras representam o erro padréo
da média de N= 3 (10 sementes cada replicata). A seta indica o inicio da germinacao.

Ao longo do processo germinativo das sementes de E. contortisiliquum ocorre reducdo no
contetido de agUcares totais e aumento no teor de aguUcares redutores, indicando hidrélise dos
acucares soltveis no embrido destas sementes (Figura 10A e B).

Foi observada tendéncia de atraso na mobilizacdo dos agUcares soltveis no embrido de E.
contortisiliquum durante os 5 dias de experimento no ensaio de co-germinacdo de sementes de S.

virgata (Figura 10A e B). Isso foi comprovado com a detecgédo de quantidades significativamente
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maiores de glucose aos 2 e 4 dias do inicio da embebicdo e de oligossacarideos da série da rafinose,
como a estaquiose, aos 2 e 3 dias, com a co-germinacao dessas sementes com S. virgata em relacao

ao controle (Figuras 11 e 12).
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Figura 10. (A) Carboidratos totais e (B) acucares redutores detectados em embrides de Enterolobium
contortisiliguum durante 5 dias de germinacdo. (O0). Controle e ( @ ) Co-germinagdo com S. virgata. As
barras representam o erro padrdo da média de N = 3 (5 sementes cada replicata). A seta indica o inicio da

germinagé&o.
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Figura 11. Teor de carboidratos soltveis por HPAEC/PAD no embrido de Enterolobium contortisiliquum
durante 5 dias de germinagdo. (O0) Controle e () Co-germinagdo com S. virgata. (A) Mio-inositol, (B)
Glucose, (C) Frutose, (D) Sacarose, (E) Rafinose, (F) Estaquiose. As barras representam o erro padréo da
média, N = 3 (5 sementes cada replicata). (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos por

Tukey 5% de probabilidade. A seta indica o inicio da germinag&o.
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Figura 12. Perfil cromatogréfico por HPAEC/PAD de agUcares solGveis do embrido de Enterolobium

contortisiliguum durante 5 dias de germinagdo em sementes controle ou co-germinadas com Sesbania

virgata. M= Mio-Inositol, G= Glucose, F= Frutose, S= Sacarose, R= Rafinose e E= Estaquiose.
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Em sementes de E. contortisiliquum germinadas em &gua destilada foi observada reducdo na
atividade das invertases vacuolar e citosolica durante a embebicdo. No ensaio de co-germinacao foi
detectada tendéncia de menor atividade dessas enzimas a partir do 2° dia do inicio da embebicdo
quando comparadas ao controle (Figura 13A e B). Sob as condi¢des experimentais utilizadas, ndo
foi possivel detectar atividade invertasica apoplastica.

Quando se compara os dois tratamentos, ndo foi observada alteracdo nas atividades total e
especifica da enzima a-galactosidase durante os 5 dias do inicio da embebicdo (Figura 14A e B).
Foi detectado aumento na atividade especifica desta enzima durante a embebicdo das sementes de
E. contortisiliguum quando ha hidrolise intensa de rafinose e estaquiose (Figuras 11 e 12).

Com relacéo ao contetudo de amido, foi detectado inicio da mobilizacdo deste aos 5 dias do
inicio da embebicdo, sendo observado atraso significativo na mobilizacdo deste aos 5 dias quando
as sementes de E. contortisiliquum foram co-germinadas com sementes de S. virgata em relacdo ao
tratamento controle (Figura 15). Apesar do atraso observado na mobilizacdo, ndo foi detectada
diferenca significativa nas atividades total ¢ especifica da enzima a-amilase aos 4 e 5 dias do inicio
da embebicdo entre os tratamentos (Figura 16A e B), embora haja tendéncia de reducdo nas

sementes co-germinadas.

10 4 3 -

U/ mg de proteina

Figura 13. Atividade especifica de invertases vacuolar (A) e citosolica (B) de embrides de Enterolobium
contortisiliguum durante 5 dias de germinacédo, (®) Controle ([1) co-germinagdo. As barras representam o
erro padrdo da média, N= 3 (5 sementes cada replicata). U= Unidade de enzima (1 unidade de atividade
invertdsica foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a hidrélise de 1 mMol de

sacarose/min/mg proteina). A seta indica o inicio da germinag&o.
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Figura 14. Atividades (A) total e (B) especifica de a-galactosidase de embriGes de Enterolobium
contortisiliguum durante 5 dias de germinacdo. (®) Controle ([J1) co-germinacdo. As barras representam o
erro padrdo da média, N= 3 (5 sementes cada replicata). U total= unidade de enzima total (1 unidade de
atividade de a-galactosidase total foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a liberacdo
de 1 pMol de galactose/min/g de massa seca.). U especifica= unidade de enzima especifica (1 unidade de
atividade de a-galactosidase total foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a liberacao
de 1 puMol de galactose/min/mg de proteina.). A seta indica o inicio da germinacé&o.
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Figura 15. Teor de amido em embrides de Enterolobium contortisiliquum durante 5 dias de germinacéo. ([1)
Controle e () Co-germinacdo. As barras representam o erro padrdo da média de N = 3 (5 sementes cada
replicata). A seta indica o inicio da germinacédo. (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos

por Tukey 5% de probabilidade.
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Figura 16. Atividade total (A) e especifica (B) de a-amilase de embrides de Enterolobium contortisiliquum
aos 4 e 5 dias de germinacdo. (O ) Controle () co-germinacdo com S. virgata. As barras representam o erro
padrdo da média de N= 3 (5 sementes cada replicata). U total= unidade total de enzima (1 unidade de
atividade de a-amilase foi considerada como a quantidade de enzima necesséria para a libera¢éo de 1 puMol
de maltose/min/mg de massa seca). U especifica= unidade especifica de enzima (1 unidade de atividade de
a-amilase foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a liberacdo de 1 pMol de

maltose/min/mg de proteina).

N&do foram observadas diferencas significativas nos teores de acUcares totais e acidos
urénicos da parede celular bruta de embribes de E. contortisiliguum entre os tratamentos ao longo
dos 5 dias de experimento (Figura 17A e B). As analises dos monossacarideos componentes da
parede celular por HPAEC/PAD revelaram o predominio de arabinose, xilose/manose e galactose
enquanto fucose, ramnose e glucose foram encontrados em menor propor¢do na parede celular bruta
de embries de E. contortisiliguum (Figura 18). Foi observada reducdo de arabinose e
xilose\manose ao longo da germinac¢do com aumento no teor de galactose. Para glucose, aos 3 dias
do inicio da embebicao, foi observada presenca significativamente maior deste monossacarideo na

parede celular das sementes do tratamento controle em relacdo a co-germinacao (Figura 18).
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Figura 17. Teor de agUcares totais (A) e acidos urdnicos (B) na parede celular bruta do embrido de sementes
de Enterolobium contortisiliguum durante 5 dias de germinag&o. (O0) Controle e () Co-germinagdo com S.
virgata. As barras representam o erro padrdo da média, N = 3 (5 sementes cada replicata). As setas indicam o

inicio da germinagé&o.
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Figura 18. Proporcdo relativa de monossacarideos neutros (% relativa) da parede celular bruta do embrido
de sementes de Enterolobium contortisiliguum durante 5 dias de germinagdo com agua destilada ou co-
germinadas com S. virgata, determinada por HPAEC/PAD. () Fucose, () Ramnose, (I ) Arabinose,
(M) Galactose, (H) Glucose, (l) Xilose/manose . As barras representam o erro padrdo da média, N =3 (5
sementes cada replicata). (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de

probabilidade.
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4.2. Mobilizagdo dos carboidratos de reserva relacionada ao processo germinativo em sementes de
E. contortisiliquum germinadas com catequina

Foi observada tendéncia de maior germinacdo aos 2 e 3 dias do inicio da embebicdo quando
as sementes de E. contortisiliguum foram embebidas com solucdo de catequina comercial (1 mg
mL™) em relacdo as sementes embebidas apenas em &gua (controle). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas na velocidade da germinacdo dessas sementes entre os tratamentos (Figura

19), como observado na co-germinacdo com S. virgata (Figura 5A).
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Figura 19. Germinagio (%), Inserto: IVG: indice de velocidade de germinagdo de Enterolobium
contortisiliquum durante 5 dias de germinagdo. (1) controle, (I ) catequina comercial (1 mg mL™). Os

dados representam a média. N= 3 (10 sementes cada replicata).

Aos 5 dias, foi observada tendéncia de maior embebicdo das sementes de E.
contortisiliquum do tratamento controle quando comparadas as sementes embebidas com catequina
(Figura 20A). Contudo, ndo foram observadas grandes diferencas na massa seca entre 0S
tratamentos ao longo do experimento (Figura 20B).

Foram observadas alteracbes na coloracdo das raizes de E. contortisiliguum quando as
sementes foram embebidas em solucdo de catequina quando comparadas a coloracdo das plantulas
controle (Figura 21). Entretanto, ndo foram observadas diferencas no didmetro (dados nao
mostrados) e comprimento das raizes primarias entre os tratamentos ao longo dos 5 dias do inicio da

embebicdo (Figura 22).
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Figura 20. (A) Massa fresca do embrido e (B) massa seca do embrido de Enterolobium contortisiliqguum
durante 5 dias de germinacédo. (¢) Controle, (L) catequina. As barras representam o desvio padrdo da média,

N= 3 (10 sementes cada replicata).

Controle
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Figura 21. Detalhe das plantulas de Enterolobium contorotisiliguum em presenca de agua (controle),
catequina Sigma (1 mg mL™) com 5 dias de germinacdo. A seta indica a raiz de E. contortisiliquum com

alteracdo de coloragdo e forma. Barra = 1cm.
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Figura 22. Comprimento da radicula de plantulas de Enterolobium contortisiliquum durante 5 dias de
germinacdo. (#) Controle, ([J) catequina. As barras representam o desvio padrdo da média, N= 3 (10
sementes cada replicata). A seta indica o inicio da germinacéo.

4.3. Mobilizagéo dos carboidratos de reserva e atividade de enzimas relacionadas ao processo
germinativo em sementes de Peltophorium dubium co-germinadas com S. virgata
4.3.1. Anélises no embrido

No experimento de co-germinagdo com sementes de S. virgata foi observada alta taxa
germinativa das sementes de P. dubium a partir dos 3 dias do inicio da embebicdo, tanto para o
tratamento controle quanto para a co-germinacdo. Porém, foi observada tendéncia de pequeno
aumento na germinacdo de P. dubium quando co-germinada com S. virgata aos 4 e 5 dias em
relagdo as sementes controle. Além da maior taxa germinativa, foi observada tendéncia de maior
IVG das sementes de P. dubium quando estas germinam em presenca de sementes de S. virgata,
sugerindo que a exsudac¢do de substancias por S. virgata possa estimular a germinacéo de P. dubium
(Figura 23A). O teor de agua aumentou de 60 para aproximadamente 80% em 1 e 5 dias,
respectivamente, para ambos os tratamentos (Figura 23B).

Foi observada embebicdo semelhante de sementes de P. dubium em ambos os tratamentos
(Figura 24A) e variacdo na massa seca entre os dois tratamentos aos 2 e 3 dias de germinacao
(Figura 24B).
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Figura 23. (A) Germinagdo (%), Inserto: IVG: Indice de velocidade de Germinagéo e (B) teor de agua (%)
do embrido de Peltophorum dubium durante 5 dias de germinagdo. A: (O ) controle e (I ) co-germinagéao
com Sesbania virgata, B: (¢) controle e ([]) co-germinagdo com Sesbhania virgata. Os dados representam a

média, N= 3 (10 sementes cada replicata).

Foram observadas pequenas alteracbes no aspecto das raizes primarias de P. dubium,
quando estas co-germinaram com S. virgata, apresentando-se escurecidas (Figura 25). Entretanto,
diferente do observado para plantulas de E. contortisiliguum, ndo foi observada tendéncia de
reducdo no comprimento e diametro das raizes primarias de P. dubium germinadas em presenca de

S. virgata (Figura 26).
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Figura 24. (A) Massa fresca e (B) massa seca de sementes de Peltophorum dubium durante 5 dias de
germinacgéo, (¢ ) Controle e ([0) co-germinagdo com Sesbania virgata. As barras representam o desvio
padrdo da média, N= 3 (10 sementes cada replicata). (*) Refere-se a diferenga significativa entre os

tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 25. Detalhe das plantulas de Peltophorum dubium 5 dias de germina¢do com &gua destilada ou co-

germinadas com S. virgata. A seta indica a raiz com alteracdo de coloracdo. Barra=1 cm.
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Figura 26. Crescimento de raiz primaria de sementes de Peltophorum dubium durante 5 dias de germinacéao.
(@) Controle e (O) co-germinacdo com S. virgata. As barras representam o desvio padrdo da média, N= 3

(10 sementes cada replicata). A seta indica o inicio da germinacao.

Maior quantidade de acucares totais nos embribes de P. dubium foram observadas no
tratamento controle em relacdo aos embrides da co-germinacdo ao longo do experimento, sendo que
esta diferenca foi significativa aos 3 e 4 dias de germinacdo (Figura 27A). O mesmo foi verificado
para 0s acUcares redutores cuja quantidade foi significativamente maior aos 2, 4 e 5 dias do inicio
da embebicdo (Figura 27B). A presenca de maior quantidade de aglcares nas sementes do

tratamento controle em relagédo a co-germinacdo foram confirmados com a deteccdo de quantidades
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significativamente maiores de mio-inositol, glucose e frutose aos 4 dias de germinacdo e de

sacarose aos 3 e 4 dias de germinacdo (Figura 28).
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Figura 27. (A) Carboidratos totais e (B) agucares redutores detectados em embrides de Peltophorum dubium
durante 5 dias de germinacéo, ([0) Controle e () Co-germinacgdo. As barras representam o erro padréo da
média, N = 3 (5 sementes cada replicata). As setas indicam o inicio da germinagdo. (*) Refere-se a diferenca

significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 28. Teor de carboidratos soltveis no embrido de Peltophorum dubium durante 5 dias de germinagao

por HPAEC/PAD. (OO) Controle e (m) Co-germinagdo com S. virgata. As barras representam o erro padréo

da média, N = 3 (5 sementes cada replicata). (A) Mio-inositol, (B) Glucose, (C) Frutose, (D) Sacarose, (E)

Rafinose, (F) Estaquiose. As barras representam o erro padréo da média, N = 3 (5 sementes cada replicata).

As setas indicam o inicio da germinagdo. (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos por

Tukey 5% de probabilidade.
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Foi observada maior atividade de invertase vacuolar e citosélica no inicio do processo de
embebicdo de sementes de P. dubium (Figura 29A e B), 0 que esta de acordo com o aumento de
glucose e frutose observado ao longo da germinacdo (Figura 28B e C). Nao foram observadas
diferencas significativas nas atividades destas enzimas entre os tratamentos.

A atividade de a-galactosidase aumentou ao longo da germinacgéo, sendo mais acentuada aos
4 dias do inicio da embebicdo (Figura 30A e B), o que estd de acordo com a reducao nos teores de
rafinose e estaquiose (Figura 28E e F). Entretanto, da mesma maneira que o observado para as
invertases, ndo houve diferenga entre os tratamentos.

Com relacdo ao teor de amido no embrido de P. dubium, verificou-se aumento deste ao
longo da embebicéo. Foi detectado teor significativamente maior deste polissacarideo aos 4 dias nas
sementes co-germinadas com S. virgata em comparacdo as sementes controle. Entretanto, essa
diferenca ndo permaneceu aos 5 dias do inicio da embebicdo, quando as sementes de ambos 0s
tratamentos apresentavam aproximadamente 300 mg de amido/ g de massa seca (Figura 31).
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Figura 29. Atividade especifica de invertases vacuolar (A) e citosolica (B) em embrides de Peltophorum
dubium durante 5 dias de germinacéo, (#) Controle ([J) co-germinagdo. As barras representam o erro padréo
da média, N= 3 (5 sementes cada replicata). U= Unidade de enzima (1 unidade de atividade invertasica foi
considerada como a quantidade de enzima necessaria para a hidrolise de 1 mMol de sacarose/min/mg

proteina). As setas indicam o inicio da germinagé&o.
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Figura 30. Atividade (A) total e (B) especifica de a-galactosidase de embriGes de Peltophorum dubium
durante 5 dias de germinacédo, (¢) Controle ([1) co-germinacdo com S. virgata. As barras representam o erro
padrdo da média, N= 3 (5 sementes cada replicata). U= unidade de enzima (1 unidade de atividade de a-
galactosidase foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para a liberacdo de 1 pMol de
galactose/min/mg de proteina). As setas indicam o inicio da germinacao.
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Figura 31. Teor de amido em embrides de Peltophorum dubuim durante 5 dias de germinacéo. ({J) Controle
e (l) Co-germinagdo com S. virgata. As barras representam o erro padrdo da média, N = 3 (5 sementes cada
replicata). As setas indicam o inicio da germincdo. (*) Refere-se a diferenca significativa entre os

tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 3 dias de germinacédo, foram detectados teores significativamente maiores de aglcares
totais e acidos urdnicos na parede celular bruta de embrides de P. dubium co-germinadas com S.
virgata em relagdo as sementes controle (Figura 32A e B). As analises dos monossacarideos por
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HPAEC/PAD demonstraram que a parede celular bruta de embrides de P. dubium é composta
majoritariamente por arabinose e xilose/manose, sendo que o teor destes se mantém constante aos 3
primeiros dias, decaindo sensivelmente até os 5 dias do inicio da embebicdo (Figura 33). Essas
andlises também indicaram teor significativamente maior apenas de glucose nas sementes do
tratamento controle em relagdo as sementes da co-germinagdo aos 5 dias do inicio da embebicédo
(Figura 33).
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Figura 32. Teor de agUcares totais (A) e acidos urdnicos (B) na parede celular bruta do embrido de sementes
de Peltophorum dubium durante 5 dias de germinagéo. (1) Controle e () Co-germinacdo com S. virgata.
As barras representam o erro padrdo da média, N = 3 (5 sementes cada replicata). As setas indicam o inicio
da germinacéo. (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 33. Proporcéo relativa de monossacarideos neutros na parede celular bruta do embrido do embrido de
sementes de Peltophorum dubium durante 5 dias de germinacdo com &gua destilada ou co-germinadas com
S. virgata, determinada por HPAEC/PAD. () Fucose, () Ramnose, (I ) Arabinose, () Galactose,
() Glucose, (m) Xilose/manose. As barras representam o erro padrdo da média, N = 3 (5 sementes por
triplicata). (*) Refere-se a diferenca significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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4.3.2. Analises no endosperma

Com a embebicéo da semente (a partir de 2 dias) foi observado decréscimo na massa fresca
do endosperma de P. dubium, tanto nas sementes controle quanto nas germinadas em presenca de S.
virgata, ndo sendo observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 34A).
Entretanto, foi observada massa seca significativamente maior nos endospermas de sementes de P.
dubium co-germinadas com S. virgata em relacdo ao endosperma das sementes controle, aos 2 dias

de embebicdo. Aos 4 dias, foi observado o inverso (Figura 34B).
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Figura 34. (A) Massas fresca e (B) seca do endosperma de sementes de Peltophorum dubium durante 5 dias
de germinacdo. (@) Controle e (1) co-germinacdo com Sesbania virgata. As barras representam o erro
padrdo da média, N= 3 (10 sementes por triplicata). (*) Refere-se a diferenca significativa entre os

tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.

As analises de carboidratos sollveis demonstraram menor quantidade destes nos
endospermas das sementes de P. dubium co-germinadas com S. virgata ao longo da embebicéo,
sendo que, aos 4 dias, esta quantidade foi significativamente menor neste tratamento com relacao ao
controle (Figura 35). Ndo foi possivel estimar o teor de acUcares redutores devido a baixa
quantidade presente nos extratos do endosperma. Esta menor quantidade de acUcares solUveis é
representada pela reducdo nos teores de glucose, frutose e sacarose (Figura 36). Com 0 processo
germinativo, houve actimulo de rafinose e estaquiose no 4° dia, com reducdo nos teores aos 5 dias
de germinacdo. Com o tratamento de co-germinacdo, ndo foram observadas mudangas na

mobilizacao destes oligossacarideos (Figura 36E e F).
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Figura 35. Carboidratos totais detectados no endosperma de sementes de Peltophorum dubium durante 5
dias de germinag&o. (0) Controle e () Co-germinacdo com S. virgata. As barras representam o erro padrao
da média, N= 3 (5 sementes por triplicata). As setas indicam o inicio da germinacgdo. (*) Refere-se a

diferenca significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 36. Teor de carboidratos sollveis do endosperma de Peltophorum dubium durante 5 dias
de germinacdo determinado por HPAEC/PAD. (O) Controle e (I ) Co-germinacdo. As barras
representam o erro padrdo da média, N = 3 (5 sementes cada replicata). (A) Mio-inositol, (B)
Glucose, (C) Frutose, (D) Sacarose, (E) Rafinose, (F) Estaquiose. As barras representam o erro
padrdo da média, N = 3 (5 sementes cada replicata). As setas indicam o inicio da germinacao.

(*) Refere-se a diferenga significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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Ap0s cinco dias do inicio da embebicdo, cerca de metade do galactomanano
presente no endosperma de P. dubium havia sido mobilizado (Figura 37). Porém, nédo
foram constatadas diferencas significativas na mobilizacdo do galactomanano presente
nos endospermas das sementes de P. dubium entre o controle e a co-germinacéo,
embora pareca haver tendéncia de reducdo mais acentuada no teor deste no endosperma
das sementes co-germinadas a partir do 4° dia do inicio da embebigéo (Figura 37).

A andlise dos monossacarideos evidenciou reducdo no teor de galactose e
manose/xilose, e aumento no teor de glucose no endosperma ao longo da germinacao
(Figura 38). Foi observado teor significativamente maior de ramnose aos 3 e 5 dias nas
sementes co-germinadas com S. virgata em relacdo as sementes do controle. Em
contrapartida, foi observado maior teor de arabinose e galactose nos endospermas das
sementes controle em relacdo as co-germinadas aos 5 e 3 dias, respectivamente (Figura
38).

N&o foram observadas diferencas significativas nas atividades total e especifica
de o-galactosidase nesses tecidos entre os tratamentos (Figura 39), porém houve
aumento acentuado destas durante a germinacéo.

Foram observadas alteragdes na proporcdo manose:galactose nos endospermas
de P. dubium ao longo da germinacdo, sendo que esta propor¢ao manteve-se proxima de
1,5:1 do 2° a0 4 ° dia de embebicédo e 2:1 ao 5 ° dia em ambos tratamentos (Tabela 1).
Esta mudanca na propor¢do manose:galactose é coerente com a reducdo nos teores de
galactose (Figura 38D) e aumento da atividade de a-galactosidase neste tecido ao longo

da germinacao (Figura 39).
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Figura 37. Rendimento (%) de galactomanano do endosperma de sementes de Peltophorum
dubium durante 5 dias de germinacgdo. ([0) Controle e () Co-germinacdo com S. virgata. As

barras representam o erro padrdo da média, N = 3. As setas indicam o inicio da germinagéo.
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Figura 38. Proporcdo relativa de monossacarideos neutros na parede celular bruta do
endosperma de sementes de Peltophorum dubium durante 5 dias de germinagdo com é&gua
destilada ou co-germinadas com S. virgata, determinada por HPAEC/PAD. (@) Fucose, (H)
Ramnose, (M) Arabinose, () Galactose, (@) Glucose, (m) Xilose/manose. As barras
representam o erro padrdo da média, N = 3 (5 sementes por triplicata). (*) Refere-se a diferenga
significativa entre os tratamentos por Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 39. Atividades (A) total e (B) especifica de a-galactosidase de embriGes de Peltophorum
dubium durante 5 dias de germinagédo. (¢) Controle ([J) co-germinagdo com S. virgata. As
barras representam o erro padrdo da média, N= 3 (5 sementes por triplicata). U total= unidade
de enzima total (1 unidade de atividade de a-galactosidase total foi considerada como a
quantidade de enzima necessaria para a liberagdo de 1 pMol de galactose/min/g de massa
seca.). U especifica= unidade de enzima especifica (1 unidade de atividade de o-galactosidase
total foi considerada como a quantidade de enzima necesséria para a liberagcdo de 1 pMol de
galactose/min/mg de proteina.). As setas indicam o inicio da germinacao.

Tabela 1. Proporcdo Manose:Galactose no endosperma de sementes de Peltophorum dubium
durante 5 dias de germinacdo com agua destilada ou co-germinadas com S. virgata detectados
por HPAEC/PAD.

Proporcdo Manose:Galactose

Dias
9 Controle 1,73:1
Co-germinagéo 1,63:1
3 Controle 1,61:1
Co-germinagéo 1,62:1
4 Controle 1,81:1
Co-germinacéo 1,82:1
5 Controle 2,23:1
Co-germinacéo 2,441
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4.4. Mobilizacédo dos carboidratos de reserva relacionados ao processo germinativo em
sementes de P. dubium germinadas com catequina

Né&o foram obsevadas grandes variacdes na taxa germinativa das sementes de P.
dubium quando estas foram embebidas com &gua (controle) ou com catequina
comercial. Porém, foi observada pequena tendéncia de aumento da velocidade de
germinacdo quando as sementes desta espécie foram embebidas em solucdo de
catequina (Figura 40).

Foi observada tendéncia de maior absorcéo de dgua das sementes de P. dubium
quando estas foram embebidas em agua em relagcdo as sementes embebidas em solucéo
de catequina, porém ndo foram observadas grandes variacbes na massa seca entre 0s
tratamentos ao longo da germinagdo (Figura 41A e B). Apesar das sutis diferencas
observadas na embebicdo entre os tratamentos, ndo foram observadas grandes
diferencas no comprimento (Firgura 42), diametro e morfologia (dados ndo mostrados)

das raizes primarias de P. dubium ao longo do desenvolvimento inicial.
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Figura 40. (A) Germinagio (%), Inserto: IVG: indice de velocidade de Germinagio de
Peltophorum dubium durante 5 dias de germinacdo. (1 ) controle, (I ) catequina. Os dados

representam a média. N= 3 (10 sementes cada replicata).
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Figura 41. (A) Massa fresca do embrido por semente e (B) massa seca do embrido por sementes
da espécie Peltophorum dubium durante 5 dias de germinacdo. (¢) Controle, ([J) catequina. As
barras representam o desvio padrao da média, N= 3 (10 sementes cada replicata).
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Figura 42. Comprimento da radicula de plantulas de Peltophorum dubium durante 5 dias de
germinacédo. (@) Controle, ((J) catequina. As barras representam o desvio padrdo da média, N=

3 (10 sementes cada replicata). A seta indica o inicio da germinagao.
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5. Discussao
5.1. Germinacao e mobilizacao dos carboidratos de reserva de espécies de Fabaceae
de distintos est&gios sucessionais e co-ocorrentes com S. virgata

E. contortisiliguum e P. dubium sdo duas leguminosas que co-ocorrem com S.
virgata em formacGes vegetais naturais. Entretanto, E. contortisiliquum é uma espécie
secundaria inicial enquanto P. dubium é pioneira na sucesséo ecoldgica (Aquino et al.
2009, Wanli et al. 2001). Além disso, as sementes de E. contortisiliquum néo
apresentam endosperma, sendo classificadas como exalbuminosas, ou seja, sementes
que utilizam as reservas presentes nos cotilédones para o desenvolvimento do embrido
durante a germinagdo (Soares et al. 2007). P. dubium, por sua vez, apresenta
endosperma mucilaginoso e hialino (Donadio & Dematté 2000), como a grande maioria
das leguminosas, e utiliza as reservas presentes nesse tecido durante a germinagéo e o
desenvolvimento inicial da plantula (Galldo et al. 2007).

Sementes de ambas as espécies, quando escarificadas, germinaram a partir dos 2
dias do inicio da embebicdo, sendo que sementes de E. contortisiliquum atingiram
valores de germinacdo proximo a 90% aos 3 dias do inicio da embebi¢do enquanto
sementes de P. dubium atingiram valores semelhantes apenas aos 5 (Figuras 5A, pg 17 e
23A, pg 31). Soares et al. (2007), utilizando escarificacdo quimica, verificaram que a
germinacdo de sementes de E. contortisiliguum ocorreu ap6s 24 horas de embebicdo e
Guimardes et al. (2011) observaram que a germinacdo de sementes de P. dubium
ocorreu a partir dos 2 dias de embebicdo. Essa diferenca observada na germinacéo de E.
contortisiliquum pode estar associada ao lote de sementes utilizado neste trabalho e ao
método de escarificacdo utilizado.

As sementes de E. contortisiliguum possuem oligossacarideos da série da
rafinose como carboidratos sollveis de reserva, representando cerca de 20% da massa
seca do embrido, que sdo hidrolisados a partir do 2° dia de embebicéo, coincidindo com
0 processo germinativo e pds-germinativo, e esgotados no 4° dia do inicio da embebicio
(Figura 11, pg 21). Oligossacarideos da série rafindsica também foram detectados nos
endosperma e embrido de sementes de P. dubium, porém em menores quantidades
quando comparados a embrides de E. contortisiliqum, representando cerca de 6% da
massa seca do embrido e 4% do endosperma (Figuras 28, pg 34 e 36, pg 41).

A presencga dos oligossacarideos da serie rafindsica é frequente em sementes
ortodoxas e tem sido relacionada & capacidade de tolerar a dessecagdo durante a
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maturacdo (Lin & Haung 1994), como € o caso das sementes de E. contortisiliquum e P.
dubium que também tém comportamento ortodoxo (Wielewick et al. 2006, Guimaraes
et al. 2011). Buckeridge & Dietrich (1996) verificaram que os oligossacarideos da série
da rafinose séo os primeiros carboidratos de reserva mobilizados durante a germinagéo
de Sesbania marginata (= virgata), tanto no embrido quanto no endosperma, 0 que
também ¢é observado em outras espécies de leguminosas como Trigonella foenum-
graecum (Reid 1971). O mesmo foi observado neste trabalho para o embrido de E.
contortisiliqguum e P. dubium.

O processo de degradacdo dos oligossacarideos da serie rafindsica ocorre pela
acdo de enzimas hidroliticas, sendo as invertases responsaveis pela quebra da sacarose
em glucose e frutose livres e a a-galactosidase responsavel pela hidrolise das unidades
de galactose da rafinose, estaquiose e verbascose (Buckeridge et al. 2004). Este
processo de mobilizacdo ocorre logo apds a hidratacdo dos tecidos (Bewley & Black
1994). Para E. contortisiliguum e P. dubium foram observadas maior atividade de
invertases vacuolar e citosélica no embrido no inicio da embebicdo, quando ha presenca
de grande quantidade de oligossacarideos da série da rafinose, e menor atividade destas
enzimas ao final da germinacdo (Figuras 13, pg 23 e 29, pg 35), coerente com a
mobilizacdo desses aglcares durante o processo germinativo.

Para sementes de E. contortisiliguum foi observado pequeno aumento na
atividade especifica de a- galactosidase ao longo da germinacdo, sendo observada maior
atividade aos 5 dias, periodo em que a maior parte dos oligossacarideos da série
rafindsica ja foi hidrolisada (Figura 14, pg 24). Esse resultado sugere que o aumento
observado na atividade dessa enzima pode ndo estar relacionado a mobilizacdo desses
acucares solaveis. a- Galactosidases também agem hidrolisando polissacarideos da
parede celular. Neste trabalho, no método de determinacéo da atividade desta enzima foi
utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (PNP), que determina
a atividade de qualquer o- galactosidase presente no tecido, e ndo necessariamente a que
age sobre os oligossacarideos da série rafindsica. Sendo assim, o ideal seria realizar
incubagdes especificas tendo rafinose como substrato para determinar a atividade da o-
galactosidase que age especificamente hidrolisando esses oligossacarideos ao longo do
processo germinativo.

Por outro lado, em embrides de P. dubium foi detectado aumento da atividade

total de a-galactosidase ao longo da germinacdo, sendo observado um pico de atividade
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especifica dessa enzima aos 4 dias, periodo em que ha decréscimo acentuado de rafinose
e estaquiose nesses tecidos (Figura 30, pg 36), sugerindo seu envolvimento na
mobilizag&o desses agucares.

Além da reserva composta por oligossacarideos da série da rafinose, sementes de
E. contortisiliquum também apresentam grande quantidade de amido, sendo observada
mobilizacdo deste polissacarideo a partir dos 4 dias do inicio da embebicdo, sugerindo
sua utilizacdo para estagios posteriores de desenvolvimento (Figura 15, pg 24).
Entretanto, em analises histoquimicas, Soares et al. (2007) verificaram aumento nos
grdos de amido a partir de 12 horas de embebicdo e posterior reducdo gradativa dos
mesmos até as 60 horas de embebicdo de sementes de E. contortisiliquum. Os autores
observaram aumento gradual desse polissacarideo no citoplasma ao longo das 60 horas
de embebicdo, sugerindo este seja armazenado primeiramente e somente depois
utilizado para o desenvolvimento do embrido. Essas diferencas observadas no tempo de
degradacdo do amido em sementes de E. contortisiliquum podem estar relacionadas com
as técnicas utilizadas para mensurar este parametro, que foram distintas nos dois
trabalhos. Em relacdo a atividade de a- amilase, como as medidas foram efetuadas
somente aos 4 e 5 dias, ndo foi possivel observar se houve variacdo de atividade ao
longo da germinacéo, e associar um possivel aumento de atividade dessa enzima com a
hidrélise desse polissacarideo.

Além dos oligossacarideos da série rafindsica, o galactomanano presente no
endosperma de sementes de muitas leguminosas também é completamente hidrolisado
em manose e galactose ao longo da germinacdo, sendo esses monossacarideos
absorvidos e utilizados como fonte de energia pelo embrido (Buckeridge & Dietrich
1996, Buckeridge 2010). O decréscimo de oligossacarideos da série da rafinose e de
polissacarideos de reserva de parede celular durante a germinacdo, atingindo valores
reduzidos com a o desenvolvimento da plantula, indica que estes sdo uma fonte de
carbono necesséria para as fases iniciais da germinacgéo de sementes.

Sementes de P. dubium apresentam grande quantidade (cerca de 80%) de
galactomanano em seu endosperma, sendo este polissacarideo hidrolisado a partir dos 3
dias do inicio da embebicdo (Figura 37, pg 43). Neste tecido, foi observada maior
presenca de sacarose, rafinose e estaquiose aos 4 dias, periodo a partir do qual
passaram a ser degradados. O acumulo desses oligossacarideos apenas aos 4 dias sugere
que os mesmos sdo sintetizados a partir da mobilizagdo do galactomanano nos primeiros
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dias do processo germinativo, uma vez que foram detectados altos teores de manose e
galactose livres nas analises de carboidratos soluveis desse tecido ao longo da
germinacdo (dados ndo mostrados). Lisboa et al. (2006) sugerem que a conversao da
galactose em sacarose por células do endosperma de S. virgata e posterior transporte e
utilizacdo deste dissacarideo pelo embrido em crescimento aumentaria a atividade de a-
galactosidase no tecido, o que esta de acordo com a mobilizacdo observada. Para
sementes de P. dubium foi detectada atividade crescente desta enzima no endosperma
ao longo da germinacdo, periodo em que ocorre a mobilizacdo do galactomanano
(Figura 39, pg 45).

Foi observada razdo manose:galactose de aproximadamente 1,5:1 nos
endospermas de P. dubium (Tabela 1, pg 45), proporcdo semelhante ao observado por
Buckeridge et al. (2000) nos endospermas de sementes do género Peltophorum e por
Buckeridge e Dietrich (1996) nos endospermas de S. marginata (= virgata). Porém, em
P. dulbium esta proporcdo variou ao longo da germinacdo, atingindo valores de
aproximadamente 2:1 ao 5° dia, indicando agdo diferencial das enzimas a-
galactosidase e - mananase e B-manosidase na degradacdo e desramificacdo desse
polimero durante os 5 dias de germinacao (Tabela 1, pg 45).

Bewley e Black (1994) relataram que sementes que possuem hemiceluloses
(galactomananos ou xiloglucanos) como carboidratos de reserva, normalmente nao
acumulam amido nos seus tecidos. Este padrdo foi observado para P. dibium que possui
o endosperma rico em galactomanano. Entretanto, a hidrdlise deste galactomanano
(Figura 37, pg 43) ao longo da germinacdo promoveu acumulo de amido, atingindo
valores de cerca de 30% no embriéo aos 4 e 5 dias (Figura 31, pg 36), sugerindo que sua
sintese seja promovida pelo excesso de monossacarideos transportados do endosperma
como consequéncia dessa hidrdlise.

Anélises da parede celular bruta dos embribes revelaram que E. contortisiliquum
apresenta grande quantidade de arabinose, glucose e xilose/manose como principais
monossacarideos constituintes e que o0s teores de arabinose foram reduzidos
sensivelmente a partir da germinagdo (Figura 18). Em embriGes de P. dubium foi
observada presenga majoritaria de arabinose, xilose/manose, sendo a arabinose reduzida
ao longo da embebicédo, havendo aumento do teor de galactose nos tecidos (Figura 33).

Em trabalho realizado por Mescia (2008) com Caesalpinia echinata (pau-brasil)
(Fabaceae) foi observado alto teor de arabinose na parede celular de sementes maduras
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desta especie. Os dados sugerem a presenca de grande quantidade de arabinanos nesta
parede celular que aumentam com a maturacdo da semente, estando estes
polissacarideos associados a uma maior flexibilidade da parede nessa espécie ortodoxa,
permitindo o dobramento celular durante a dessecacdo. Ja em Inga vera (Fabaceae),
espécie recalcitrante, Caccere et al. (2013) observaram grande quantidade de
xilose/manose, seguida de arabinose e galactose na parede celular bruta dos eixos
embrionarios dessas sementes maduras. Ja nas andlises de cotilédones foi observada
proporcdo inversa, sendo a parede celular bruta composta majoritariamente por
galactose, seguida de arabinose e Xxilose/manose. Os autores sugerem que a alta
quantidade de galactose pode estar relacionada a sensibilidade da espécie a dessecacao,
diminuindo a flexibilidade da parede celular. Sendo assim, os altos teores de arabinose
encontrados na parede celular bruta das duas espécies estudadas, também podem
contribuir para o comportamento ortodoxo desta espécie, assim como sugerido para
sementes de pau-brasil (Mescia 2008).

Em resumo, os dados obtidos neste trabalho demonstram diferencas na
composicdo e mobilizacdo dos carboidratos de reserva nas duas espécies estudadas. Foi
observado que E. cotontortisiliquum ndo apresenta endosperma e sua reserva €
composta majoritariamente por amido, presente nos embrides. Contudo, este
polissacarideo comega a ser hidrolisado somente apds a mobilizacdo dos
oligossacarideos da série da rafinose, a partir do 4° dia do inicio da embebicdo. Ja P.
dubium apresenta endosperma como tecido de reserva, sendo este composto
majoritariamente por galactomanano. Seu embrido contém oligossacarideos da serie
rafinésica que também s&o os primeiros carboidratos mobilizados no inicio da
embebicdo. Além disso, foi verificado que a hidrélise do galactomanano ocorre a partir
dos 3 dias do inicio da embebicédo e esta promove acimulo de amido nos embrides, que

sera utilizado em estagios posteriores do desenvolvimento da plantula.

5.2. Efeitos de exsudatos de sementes de S. virgata e de catequina comercial sobre a
germinacao e o metabolismo de carboidratos de espécies nativas co-ocorrentes

SimQes et al. (2008) detectaram a exsudacdo de aproximadamente 235 pg de
(+)- catequina por semente de S. virgata as 24 horas de embebicdo, e decrescente
exsudacédo desta ao longo do tempo. Baseado nestas informaces, sugere-se que foram
exsudatos aproximadamente 320 pg de catequina mL™ por semente de S. virgata ao
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longo dos 5 dias dos experimentos de co-germinacao realizados neste trabalho. Com
base nessa quantidade, utilizou-se um controle positivo com (+)-catequina Sigma na
concentracdo de 1 mg mL™, quantidade bastante superior aquela encontrada nos
exsudatos, para avaliar os efeitos da (+)- catequina na germinacéo e desenvolvimento
inicial de plantulas de E. contortisiliquum e P. dubium.

De acordo com Figuras 5A (pg 17) e 23A (pg 31), os resultados dos
experimentos de co-germinagdo demonstraram que a exsudacdo de substancias por
sementes de S. virgata durante a sua embebicdo afeta positivamente a germinacao das
duas espécies nativas co-ocorrentes utilizadas neste estudo, com tendéncia de aumento
no indice de velocidade de germinacdo. Entretanto, altas concentragdes de catequina (1
mg mL™) ndo afetaram a porcentagem e a velocidade de germinagdo de ambas as
espécies estudadas (Figuras 19, pg 28 e 40, pg 46). Isso sugere que o efeito estimulante
observado por acdo dos exsudatos de S. virgata ndo se deve a presenca de catequina,
mas pode estar relacionado a outras substancias, tais como agucares, que sdo exsudadas
durante a germinacao (Simdes 2008).

Ensaios in vitro desenvolvidos por Costa et al. (comunicacdo pessoal)
mostraram taxa germinativa significativamente menor de E. contortisiliguum quando
uma semente desta espécie co-germina com 5 sementes de S. virgata, indicando que
altas concentracbes das substancias exsudadas por S. virgata podem afetar
negativamente a germinacdo desta espécie. Ja Simdes (2008) verificou atraso na
germinacdo de sementes de tomate quando germinadas com exsudatos de diferentes dias
de embebicdo (2° e 4°) de sementes de S. virgata. Recentemente, Mignoni et al.
(comunicacdo pessoal) verificaram aproximadamente 75% de inibicdo de germinacao
de sementes de tomate e menor IVG, quando estas foram cultivadas com exsudatos de
sementes de S. virgata na concentracdo de 1 mg mL™. Entretanto, ndo foi observada
inibicdo quando estas sementes foram embebidas em solucéo de catequina (1 mg mL™).
Os autores também avaliaram os efeitos desses exsudatos sobre germinacdo de sementes
de arroz e ndo observaram diferencas significativas na germinacdo dessas sementes
quando submetidas ao tratamento em relagdo ao controle, indicando que sementes
diferentes apresentam sensibilidade distinta aos exsudados de sementes de S. virgata,
independentemente das espécies co-ocorrerem ou nao.

Tanto sementes de E. contortisiliquum quanto de P. dubium apresentaram
coloracéo escurecida das raizes primarias quando submetidas & co-germinagdo com S.
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virgata, fato ndo observado para as plantulas do tratamento controle (Figuras 7, pg 18, 8
pg 19 e 25, pg 32). Este mesmo efeito foi observado para as sementes de ambas as
espécies quando embebidas com solucdo de catequina (mostrada apenas para E.
contortisiliquum, figura 21, pg 29). Apesar das alteragdes morfologicas detectadas nas
duas espécies co-ocorrentes com Sesbania, apenas as plantulas de E. contortisiliguum
submetidas a co-germinacao apresentaram tendéncia de menor crescimento radicular ao
longo dos 5 dias em relagdo as sementes controle (Figura 9, pg 19). Entretanto, quando
as sementes desta mesma espécie foram embebidas em solucdo de catequina comercial
ndo foram notadas diferencas no crescimento radicular, sugerindo que outras
substancias presentes nos exsudatos de S. virgata, além da catequina, sdo responsaveis
por essas alteracbes de crescimento. Simdes (2008) detectou a presenca das
sesbanimidas A e B nos exsudatos de S. virgata, duas amidas descritas em outras
espécies de Sesbania e que possuem atividade antifingica. Além disso, uma proteina
com atividade antimicrobiana foi recentemente isolada das sementes de S. virgata por
Praxedes et al. (2011), indicando que catequina ndo € a Unica substancia bioativa que
pode ser exsudada por essas sementes durante 0s processos de embebicdo e germinacéo.
Assim, as alteracfes morfologicas observadas nas raizes de E. contortisiliquum e P.
dubium podem ser devidas ao efeito isolado ou sinérgico dessas outras substancias que
séo exsudadas juntamente com a catequina.

Além de funcionar como reserva para 0 crescimento do embrido, o
galactomanano presente no endosperma de leguminosas tem um papel fundamental no
controle da entrada de 4gua na semente, funcionando como uma substancia tamponante,
protegendo o embrido da falta ou do excesso de agua. Buckeridge (2010) relata que a
viscosidade do galactomanano, quando hidratado, pode representar uma barreira fisica
de protecdo contra patdgenos nos estagios iniciais do desenvolvimento da plantula.
Sendo assim, o fato de funcionar como um tampao de agua e de ser altamente viscoso, 0
galactomanano no endosperma de sementes de P. dubium poderia também regular a
entrada dos aleloquimicos exsudados por S. virgata e mitigar os efeitos dos mesmos
sobre o desenvolvimento da raiz primaria.

Yamagushi et al. (2011) propdem que o escurecimento e as alteragOes
morfologicas em raizes sdo danos que indicam a presenca de substancias toxicas nos
extratos. Simdes et al. (2008) verificaram inibigdo do desenvolvimento de parte aérea e
subterranea de plantulas de Arabdopsis thaliana e arroz quando cultivadas com
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diferentes concentracOes de extratos de exsudatos de sementes de S. virgata, sendo que
os efeitos mais intensos foram observados com concentragcdo de 500 pg de exsudato
mL™. Simdes (2008) também observou reducdo dréstica no desenvolvimento do
hipocdtilo e da raiz primaria de alface e de tomate quando co-germinadas com 1 a 5
sementes de S. virgata para cada semente de planta-teste. Os autores sugeriram que
estes efeitos sdo causados, dentre outros, pela presenca de (+)- catequina, nos exsudatos
dessa semente (Simdes et al., 2008). Mignoni et al. (comunicacdo pessoal) verificaram
alteracdes no desenvolvimento de raizes primarias de tomate e arroz apds 96 horas de
embebicdo com exsudatos de sementes de S. virgata (1 mg mL™) e com catequina
comercial (Img mL™), sendo que as plantulas de arroz apresentaram reducéo de 99% do
comprimento radicular, quando comparadas ao tratamento controle.

Trabalhos realizados por Chi et al. (2011) monstraram escurecimento e baixo
desenvolvimento de raizes primarias de arroz nas primeiras horas de embebicdo quando
estas sdo submetidas a tratamentos com o aleloquimico juglona, sendo esses efeitos
ocasionados por um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Bais
et al. (2003) relatam que o efeito toxico da (%)- catequina exsudada de raizes de
Centaurea maculosa em raizes de outros cultivares, deve-se a rapida producdo de
espécies de ROS seguida de um aumento no influxo de célcio e reducdo do pH
citoplasmatico, com consequente condensacdo do citoplasma e morte celular. As
alteracdes observadas nas raizes primarias de E. contortisiliguum (Figuras 7, pg 18, 8
pg, 19) sdo tipicas dos efeitos toxicos causados pela catequina, sendo semelhantes
aquelas observadas por Duke et al. (2009) em plantulas de alface e A. thaliana quando
cultivadas com diferentes concentragfes de uma mistura racémica de (+)- catequina.

Lébo et al. (2008) verificaram que a (+)- catequina isolada de folhas de
Tachigali myrmecophyla (Fabaceae) inibe o desenvolvimento da raiz priméaria e do
hipocdtilo de plantulas de Mimosa pudica e Senna obtusifolia. Estudos realizados por
Costa et al. (comunicagdo pessoal) demonstraram que extratos aquosos de folhas de S.
virgata, que também possuem (+)- catequina, nas concentracdes de 0,1, 0,5 e 1%
diminuiram o desenvolvimento (comprimento) da radicula de plantulas de arroz e
tomate, porém ndo influenciaram a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas de E.
contortisiliquum.

Doubey & Singh (1999) afirmam que o metabolismo de carboidratos é afetado
negativamente quando plantas crescem sob condigdes de estresse. No ensaio de co-
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germinacdo de E. contortisiliquum foi observada tendéncia de atraso na mobilizacdo dos
carboidratos solUveis do embrido desta semente durante a embebicao (Figura 10, pg 20),
sendo que este atraso ocorreu aos 2 e 3 dias com a menor mobilizacdo de estaquiose
neste tecido (Figura 11F, pg 21). Isso sugere que as maiores massas fresca e seca
detectadas nas sementes co-germinadas neste mesmo periodo, correspondem a menor
mobilizacdo dos carboidratos de reserva (Figuras 6A e B, pg 18 e 11F, pg 21).
Corroborando o atraso na mobilizacdo dos oligossacarideos da série da rafinose, foi
detectada tendéncia de menor atividade de invertases vacuolar e citosolica nas sementes
de E. contortisiliquum submetidas a co-germinacao (Figura 13, pg 23). Esse atraso pode
estar relacionado ao menor crescimento radicular, possivelmente por efeito da
catequina, reduzindo a forca de dreno desse 6rgdo e consequentemente a demanda por
carbono a partir das reservas soluveis estocadas.

Oligossacarideos da série da rafinose ocorrem simultaneamente no embrido e
endosperma de sementes de leguminosas sendo mobilizados durante a germinacéo,
resultando no acimulo de galactose e sacarose livres nesses tecidos (Buckeridge &
Dietrich 1996). Diferente do observado para E. contortisiliquum, foram detectados
maiores teores carboidratos sollveis em embrides e endospermas de P. dubium do
tratamento controle em relacdo a co-germinacdo ao longo de todo o experimento
(Figuras 27, pg 33, 28, pg 34, 35, pg 40 e 36, pg 41). Além da maior presenca de
carboidratos soltveis, também foi observado maior teor de galactomanano nos
endospermas das sementes controle aos 4 e 5 dias do inicio da embebicdo (Figura 37, pg
43). Apesar de apresentar diferencas nos teores de carboidratos sollveis, ndo foram
detectadas grandes diferencas na atividade invertasca e a-galactosidasica no embrido
das sementes entre os dois tratamentos (Figuras 29, pg 35 e 30, pg 36). No aspecto
fisiolégico, a mobilizacdo do galactomanano seria controlada pelo metabolismo
intracelular, que esta relacionado a forca de dreno do embrido em desenvolvimento
(Lisboa et al. 2006). Sendo assim, os menores teores de carboidratos solUveis
observados em P. dubium quando submetidos a co-germinacdo podem indicar maior
demanda de dreno do embrido destas sementes em relacdo as embebidas apenas em
agua. Uma explicacdo para isso poderia ser a tendéncia de aumento no indice de
velocidade de germinacdo observada com a co-germinacdo, sugerindo que o
metabolismo como um todo pode ter sido acelerado pela presenca de substancias
estimulantes nos exsudatos de S. virgata.
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Verificou-se atraso significativo na mobilizacdo do amido de sementes de E.
contortisiliqguum quando estas foram co-germinadas com S. virgata (Figura 15, pg 24)
sugerindo forte efeito dos exsudatos desta semente sobre o metabolismo de amido no
desenvolvimento inicial de E. contortisiliquum, possivelmente como reflexo no atraso
da metabolizacdo dos oligossacarideos da série da rafinose, que sdo as primeiras
reservas de carboidrato mobilizadas em sementes (Buckeridge & Dietrich1996). Por
possuir um tecido especifico de reserva (endosperma), rico em galactomanano, as
sementes quiescentes de P. dubium ndo possuem amido. Entretanto, a mobilizacdo dos
carboidratos do endosperma promoveu o acimulo deste polissacarideo no embrido de P.
dubium ao final da embebicdo (Figura 31, pg 36). Notou-se que a co-germinagao com
sementes de S. virgata estimulou a degradacdo do endosperma de P. dubium aos 4 e 5
dias do inicio da embebicdo (Figura 37, pg 43). Corroborando com esta mobilizacéo
acentuada, foi detectado maior teor de amido aos 4 dias nos embrides das sementes
submetidas a co-germinacao (Figura 31, pg 36).

Estudos realizados por Mignoni et al. (comunicagcdo pessoal) demonstraram
atraso na mobilizacdo de acucares soluveis totais e redutores aos 4 dias de embebicdo de
sementes de arroz e tomate embebidas em exsudatos de sementes de S. virgata (1 mg
mL™). Lara-NUfiez et al. (2009) observaram reducdo no metabolismo da sacarose em
sementes de tomates quando estas sdo cultivadas por 36 e 48 horas com extratos
aquosos de S. deppei, indicando que houve menor disponibilidade de glucose e frutose
para o desenvolvimento do embrido. Os autores verificaram ainda reducéo significativa
na atividade de invertases de parede celular e de a- galactosidase durante a germinacgéo
de sementes submetidas a embebicdo com lixiviados de S. deppei quando comparada ao
tratamento controle. Entretanto, foi avaliada apenas a atividade da o- galactosidase
relacionada ao afrouxamento do endosperma durante a germinacdo, uma vez que em
sementes de tomate ndo sdo observados oligossacarideos da série da rafinose como
carboidratos de reserva (Lara-Nufiez et al. 2009). Batish et al. (2006) observaram
reducdo no contetdo de carboidratos soltveis em folhas e raizes de Phaseolus aureus
apos 7 dias de embebicdo com extratos contendo 2-benzoxazolinona (BOA), um potente
aleloguimico exsudado por centeio (Barnes & Putnam 1987), sugerindo que este
produza um estresse capaz de causar alteragdes bioquimicas e fisiologicas, diminuindo o
conteddo de reservas no tecido (Batish et al. 2006). Sendo assim, as alteragOes
verificadas no metabolismo dos carboidratos de reserva ao longo da germinagédo de E.
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contortisiliguum e P. dubium parecem acontecer em resposta a presenca dos
aleloquimicos exsudados por sementes de S. virgata.

Anélises da composicao da parede celular bruta de E. contortisiliquum revelaram
alteracdo no teor de arabinose possivelmente relacionado aos arabinanos, principal
componente da parede celular desta espécie, aos 3 dias do inicio da embebicdo das
sementes co-germinadas com S. virgata (Figura 18, pg 27). Entretanto, tais alteracdes
no metabolismo dos carboidratos da parede celular bruta ndo foram observadas quando
sementes de P. dubium foram submetidas a co-germinacdo (Figura 33, pg 38). Lara-
Nufiez et al. (2009) detectaram menor atividade de exo-poligalacturonase, - glucanase
e endo-B-mananase em sementes de tomate submetidas a embebi¢do com lixiviados
aquosos de S. deppei, sugerindo menor alteragdo de pectinas, como os arabinanos, e de
hemiceluloses, como galactomanano, em resposta a toxicidade dos lixiviados. Os
autores sugerem que esta menor alteracdo dos carboidratos de parede celular pode estar
relacionada ao atraso significativo observado na germinagdo das sementes de tomate
submetidas ao tratamento. Sendo assim, as diferencas observadas no teor de arabinose
em E. contortisiliquum, estando presente em maior quantidade nas sementes co-
germinadas, podem estar relacionadas ao estresse causado pela liberacdo de
aleloguimicos por S. virgata.

Em suma, os dados obtidos neste trabalho demonstram que a partir dos 2 dias de
embebicdo, quando as sementes de E. contortisiliquum j& entraram em contato com a
maior parte da catequina exsudada por S. virgata (Simdes et al. 2008), ha menor
desenvolvimento da raiz primaria, sendo que esta também apresenta alteragdes
morfolégicas marcantes, em comparacao as plantulas controle. No mesmo periodo ha
baixa atividade invertasica e consequente atraso na mobilizacdo dos carboidratos
solGveis presente no embrido destas sementes. Além disso, também foi observado
pequeno atraso na modificacdo dos carboidratos da parede celular aos 3 dias de
embebicdo das sementes embebidas em presenca de S. virgata, indicando que o0s
exsudatos dessas sementes interferem na mobilizacio de carboidratos e
desenvolvimento inicial de E. contortisiliquum.

Ja P. dubium mostrou-se mais resistente aos aleloquimicos exsudados por S.
virgata apresentando desenvolvimento radicular semelhante em ambos os tratamentos.
Entretanto, as analises de carboidratos sollveis sugerem maior demanda de dreno pelo

embrido dessas sementes aos 4 e 5 dias do inicio da embebicdo, indicando que
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aparentemente os exsudatos de sementes de S. virgata alteram apenas 0 metabolismo de

carboidratos nesta espécie, ndo interferindo no desenvolvimento inicial da plantula.

5.3. Evidéncias para a teoria de maior resisténcia de espécies co-ocorrentes a
aleloquimicos

Callaway & Aschehoug (2000) avaliaram os efeitos competitivos de Centaurea
diffusa sobre o desenvolvimento de espécies de gramineas competidoras européias, que
co-ocorrerem naturalmente com C. difusa, e norte-americanas que nao tém esse
histérico de co-ocorréncia. Os autores observaram que as espécies norte-americanas
sofreram maior interferéncia competitiva quando compradas as espécies européias, e
sugeriram que este efeito pode ser decorrente do fato de C. diffusa, espécie invasora nos
Estados Unidos, utilizar mecanismos competitivos que ndo estdo presentes nas
comunidades nativas, a fim de colonizar um novo ambiente. Em estudo semelhante,
Thorpe et al. (2009) avaliaram o efeito de (+)- catequina aplicada exogenamente sobre o
crescimento de espécies européias e norte-americanas em casa de vegetacdo. (x)-
catequina foi utilizada visando avaliar os efeitos de exsudatos de raizes de C. maculosa,
invasora nos Estados Unidos, sobre tais espécies. Os autores observaram forte efeito
inibidor da (£)- catequina sobre o desenvolvimento das espécies norte americanas, ndo
sendo observado 0 mesmo para as espécies européias. Estudos in vitro realizados por
Bais et al. (2003) também avaliaram os efeitos da catequina sobre a germinacéo e
desenvolvimento radicular de espécies européias e norte-americanas e também foi
detectada maior influéncia deste aleloquimico sobre espécies que ndo co-ocorrem
naturalmente com C. maculosa. Estes e muitos outros estudos (Perry et al. 2005, Inderjit
et al. 2008, He et al. 2009, Thorpe et al. 2009) suportam a hip6tese de que plantas
nativas que ndo possuem a mesma histéria evolutiva da planta exdtica e invasora seriam
mais sensiveis as estratégias competitivas adotadas por esta para a colonizacdo do
ambiente.

Como discutido no item 5.2, ambas as espécies estudadas neste trabalho foram
influenciadas e sofrem alteragdes no metabolismo dos carboidratos ao longo da
germinacdo quando em presenca de exsudatos de sementes de S. virgata, sendo estas
alteracdes mais intensas aos 3 e 4 dias de embebicéo, periodo em que as sementes ja
entraram em contato com a maior parte da catequina exsudada por S. virgata (Simdes et
al. 2008). Contudo, os efeitos observados para as espécies nativas co-ocorrentes foram
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menores e menos intensos quando comparados aos observados para espécies cultivadas
(Simdes 2008, Simdes et al. 2008, Mignoni et al. comunicacdo pessoas, Costa et al.
comunicacdo pessoal). Além disso, as alteragdes mais intensas foram observadas em
plantulas de E. contortisiliquum em relacéo a P. dubium.

Em funcdo de S. virgata ser uma espécie pioneira e E. contortisiliquum uma
espécie secundaria inicial na sucessdo ecoldgica, ha pouca probabilidade das sementes
destas duas espécies co-germinarem, uma vez que a germinacao de E. contortisiliquum
ocorreria em um ambiente ja colonizado por S. virgata. Sendo assim, € possivel que
sementes de E. contortisiliguum sé entrem em contato com aleloquimicos liberados
através de lixiviados de folhas de S. virgata, onde a (+)- catequina esta presente em
pequenas quantidades (Costa et al., comunicagdo pessoal). Costa et al. (comunicacao
pessoal) avaliaram a germinacdo e o desenvolvimento de raizes primarias de E.
contortisiliqguum submetido a embebicdo com diferentes concentracdes de extratos
aquosos de folhas de S. virgata e ndo detectaram alteragdes nestes paramentros,
sugerindo resisténcia desta espécie a baixas concentracdes de (+)- catequina.

Ja os efeitos observados para P. dubium referem-se, possivelmente, ao aumento
do metabolismo do embrido, jA que ndo foram observadas alteragdes na morfologia e
comprimento da radicula por efeito dos esxudatos ou da catequina comercial.
Considerando-se que P. dubium e S. virgata estdo ambas presentes nos estagios iniciais
de colonizacdo do ambiente, ha alta probabilidade de que as sementes das duas espécies
co-germinem. Além disso, sementes de P. dubium possuem endosperma e este pode
conferir uma barreira fisica que controle a entrada dos aleloquimicos exsudados por S.
virgata. Sendo assim, a maior resisténcia desta espécie quando comparada a E.
contortisiliqguum pode estar relacionada ao fato dela ser pioneira e provavelmente
compartilhar o mesmo ambiente que S. virgata e também a presenca do endosperma
rico em galactomanano que pode proteger o embrido dos efeitos tdxicos de
aleloquimicos.

Em resumo, os dados obtidos neste trabalho fornecem evidéncias adicionais para
a teoria das novas armas quimicas (Callaway & Ridenour 2004, Inderjit et al. 2008),
gue sugere que espécies que co-ocorrem com plantas invasoras seriam mais resistentes

aos aleloguimicos liberados por ela do que espécies que nao co-ocorrem naturalmente.
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6. Conclusoes

Corroborando a teoria das novas armas quimicas, os dados obtidos neste
trabalho sugerem que as espécies co-ocorrentes sofrem menor influéncia dos
aleloquimicos exsudados por S. virgata do que espécies cultivadas ou ndo oriundas do
mesmo ambiente. Entretanto, essa influéncia parece ser mais acentuada quando S.
virgata co-germina com espécies de diferentes estdgios sucessionais, como E.
contortisiliquum. Além disso, ndo foram observadas grandes alteracdes na germinagdo
das espécies co-ocorrentes embebidas em solucdo de catequina, sugerindo que outras
substancias presentes nos exsudatos de S. virgata ou o sinergismo entre elas sejam

responsaveis pelas alteracdes observadas nas sementes nativas analisadas.
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