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RESUMO

Sesbania virgata (Cav.) Pers, Fabaceae, € nativa da América do Sul, que ocorre em vegetacoes
ciliares, principalmente no Cerrado e na Mata Atlantica, formando banco de sementes com alta
longevidade. E indicada para restauracio de areas degradadas pela mineracio, devido aos altos
indices de crescimento e de capacidade de cobertura do solo quando este encontra-se bastante
pobre. Por outro lado, a espécie produz metabdlitos secundarios com potencial alelopético que,
apesar de serem essenciais para o estabelecimento da S. virgata na conquista de ambientes,
podem vir a inibir o crescimento de outras espécies em seu sub-bosque. Porém, pouco se sabe
sobre como essas fitotoxinas agem quando liberadas no solo, além da escassez de informagdes
sobre como fatores ambientais podem alterar a producgéo dessas, o que dificulta a compreenséo
sobre o que pode justificar sua eficiéncia no meio ambiente. Diante disso, 0 objetivo desse estudo
foi compreender se, além das caracteristicas ecoldgicas de S. virgata, os metabdlitos encontrados
em 0Orgdos vegetais da espécie também sdo responsaveis pelo sucesso na conquista de novos
ambientes. Para isso, sementes de S. virgata foram coletadas em diferentes populacées,
previamente conhecidas pela capacidade de producéo de (+)- catequina, no municipio de Lavras,
MG. Tais sementes foram separadas em dois lotes, de acordo com a presenca ou ndo desse
metabolito. A partir dai, foram levadas para o Nucleo de Pesquisa em Sementes do Instituto de
Botanica para a instalagdo dos ensaios. No primeiro deles, realizado em condigdes ndo
controladas, as sementes de S. virgata de ambos os lotes foram semeadas em vasos dispostos em
duas condigdes de luminosidade (pleno sol e sombreamento). Nesses vasos, ap6s o inicio da
queda foliar de S. virgata foram inseridas sementes de duas espécies arbdreas nativas, Mimosa
bimucronata (DC.) Kuntze e Peltophorum dubium (Spreng.) Taub., para se testar a fitotoxicidade
do material vegetal de S. virgata. Também foram analisadas amostras dos solos dos vasos, para
quantificacdo de catequina. Foram avaliados a germinacéo e o desenvolvimento de S virgata e
das duas espécies florestais até o encerramento do experimento. No segundo bioensaio,
conduzido em casa de vegetacéo, as sementes de S. virgata foram acondicionadas separadamente
em vasos contendo trés tipos de solo, os quais foram irrigados com quatro tratamentos,
estabelecidos de acordo com a capacidade de campo desses solos. Ao final do ensaio foram
coletados dados referentes ao processo germinativo e aos dados biométricos das plantas de S.
virgata. No Gltimo experimento, realizado em laboratério, foram identificados fungos presentes
no tegumento das sementes de S. virgata. Dos seis géneros encontrados, trés foram selecionados,
de acordo com seu grau de incidéncia e de severidade: Phoma sp., Alternaria sp. e Cladopsorium
sp. Estes foram utilizados para se testar o efeito de extratos aquosos de S. virgata no crescimento
radial dos mesmos e para se verificar o efeito da inoculacdo desses fungos no processo
germinativo de sementes de S. virgata. No primeiro ensaio constatou-se que as mudas de S.
virgata alocadas a pleno sol tiveram melhor desenvolvimento e que as espécies arboreas
plantadas nos vasos que continham esses individuos foram afetadas negativamente, conforme
sua sensibilidade ao material deposto de S. virgata. No segundo ensaio foi verificado que as
plantas de S. virgata apresentaram altas taxas de germinacdo nos solos utilizados e que o
desenvolvimento foi proporcional ao tratamento de irrigagdo utilizado, isto €, quanto maior a
porcentagem de irrigacdo utilizada, maior o desenvolvimento das mudas. Porem, foi constatado
também que nas menores taxas de irrigacéo, apesar de reduzido, o desenvolvimento das mudas
se mostrou continuo. No terceiro ensaio, foi verificado que a procedéncia das sementes de S.
virgata influenciou no comportamento dos fungos encontrados, sendo alguns dos géneros
encontrados com maior incidéncia e severidade em determinada procedéncia das sementes de S.
virgata. Sobre o crescimento micelar radial dos trés fungos utilizados, foi constatado que Phoma
sp. teve seu micélio aumentado em contato com 0s extratos aquosos de S. virgata, enquanto
Cladosporium sp. se mostrou indiferente e Alternaria sp. teve seu micélio diminuido. Dos trés
fungos, Phoma sp. foi aquele que causou maior mortalidade das sementes de S. virgata. Os dados
obtidos indicam que os metabolitos oriundos do material foliar de S. virgata perduram no solo e
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podem causar prejuizos a outras espécies vegetais. Além disso, os dados também reforcam a
plasticidade de S. virgata em se adaptar aos mais distintos e severos ambientes e que 0s
metabdlitos oriundos das sementes de S. virgata possuem propriedades antiflngicas, o que
também representa uma vantagem adaptativa da espécie, ja que pode controlar o crescimento de
determinados fungos potencialmente letais para a existéncia do seu banco de sementes no solo.

PALAVRAS-CHAVE: alelopatia, catequina, espécie superdominante, potencial antifngico.
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ABSTRACT

Sesbania virgata (Cav.) Pers, Fabaceae, is native to South America, occurs in riparian vegetation,
mainly in Cerrado and in Atlantic Forest, forming a seed bank with high longevity. It is indicated
for the restoration of areas degraded by mining, due to the high growth rates and the capacity of
covering soil, in poor conditions. On the other hand, the species produces secondary metabolites
with allelopathic potential which, despite being essential for the establishment of S. virgata in
the conquest of environments, can inhibit the growth of other species in its undergrowth.
However, there is little information about how these phytotoxins act when released into the soil,
as well as lack of information on how environmental factors can alter their production, which
makes it difficult to understand what could justify their aggression on environment. Therefore,
the objective of this study was to understand whether, in addition to the ecological characteristics
of S. virgata, metabolites found in plant organs of the species are also responsible for the success
in conquering new environments. For this, seeds of S. virgata were collected in different
populations, previously marked by the production capacity of (+) - catechin, in the municipality
of Lavras, MG. Such seeds were separated into two batches, according to the presence or absence
of this metabolite. From there, they were taken to ‘Nucleo de Pesquisa em Sementes’ of the
Institute of Botany to install the tests. In the first one, carried out in the field, the seeds of S.
virgata from both lots were sown in pots arranged under two conditions of light (full sun and
shade). In these pots, after the beginning of the leaf fall of S. virgata, seeds of two native tree
species were planted, Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze and Peltophorum dubium (Spreng.)
Taub., to test the phytotoxicity of the plant material of S. virgata. The germination and
development of S. virgata and the two forest species were evaluated until the end of the
experiment. In the second bioassay, conducted in a greenhouse, the seeds of S. virgata were
placed separately in pots containing three types of soil, which were irrigated with four irrigations,
established according to the field capacity of these soils. At the end of the tests, data were
collected regarding the germination process and biometric data of S. virgata plants. In the last
experiment, carried out in the laboratory, fungi present in the seed coat of S. virgata seeds were
identified. Of the six genera found, three were selected according to their degree of incidence and
severity: Phoma sp., Alternaria sp. and Cladopsorium sp. These were used to test the effect of
aqueous extracts of S. virgata on radial growth and to verify the effect of inoculation of these
fungi on the germinative process of S.virgata seeds. In the first trial it was found that the seedlings
of S. virgata allocated in full sun had better development and that the tree species planted in the
pots that contained these individuals were negatively affected, according to their sensitivity to
the material deposited from S. virgata. In the second test it was verified that the plants of S.
virgata had high germination rates in the soils used and that the development was proportional
to the irrigation treatment used, that is, the higher the percentage of irrigation used, the greater
the development of seedlings. However, it was also found that at the lowest irrigation rates,
although reduced, the development of seedlings was shown to be continuous. In the third trial, it
was found that the origin of the seeds of S. virgata influenced the behavior of the fungi found,
with some of the genera found with greater incidence and severity in a certain origin of the seeds
of S. virgata. On the growth of the radial of the three fungi used, it was found that Phoma sp. its
mycelium increased with contact with the aqueous extracts of S. virgata, while Cladosporium
sp. was indifferent and Alternaria sp. had my mycelium decreased. Of the three fungi, Phoma
sp. was the one that caused the highest mortality of S. virgata seeds. The data obtained indicate
that the metabolites from the leaf material of S. virgata last in the soil and can cause damage to
other plant species. In addition, the data also reinforce the plasticity of S. virgata in adapting to
the most distinct and severe environments and that the metabolites from the seeds of S. virgata

24



have antifungal properties, which also represents an adaptive advantage of the species, since it
can control the growth of certain potentially lethal fungi for the existence of its seed bank in the

soil.
KEYWORDS: allelopathy, catechin, super-dominant species, antifungal potential

25



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Mecanismos de liberacéo dos aleloquimicos pelas plantas...........c.ccocooeiririincnnne. 43
Figura 2: Estrutura quimica do flavonoide (+) e (-) catequina respectivamente........................ 46
Figura 3: Aspecto da arvore (A e B), da flor (C), do fruto e da folha (D), do fruto e da semente
(E) e da semente (F) de Seshania VIrgata...........ccoovereiieiieieiie e 49
Figura 4: Pontos georreferenciados dos locais onde foram coletados frutos de Sesbania virgata,
em Lavras, N0 EStado de MiNas GEIaAIS.........c.uiuiiiiiiiiiiieieieie et 79
Figura 5: Mudas de Sesbania virgata, de ambas as procedéncias, semeadas em canteiros a pleno
sol (esquerda) e semeadas em canteiros sombreados com sombrites (direita).........cc.ccovevereeenene. 80
Figura 6: Esquema, mostrando o ensaio realizado em dois canteiros, representados pelos
retdngulos externos, sendo branco, o canteiro a pleno sol e o cinza, o canteiro sombreado. Os
retdngulos menores representam as repeticdes sorteadas e as cores dos vasos representam os lotes
PC (vermelho) e NC (azul). A numeragao indica a rePetiGao. ..........cccervrereriereneseseseseeeeen, 80
Figura 7: Plantulas de P. dubium (seta vermelha) e de M. bimucronata (seta azul) em vasos do
tratamento controle (A) e em vasos contendo plantas de S. virgata (Be C).......cccccevveveiieinennnnn 82
Figura 8: Plantas de S. virgata no inicio da queda foliar (A, seta amarela) e plantas de S. virgata,
totalmente desfolhadas (B, seta azul), com as espécies arbdreas nos vasos (seta
VEIMNEING). ...t bbbt b bbbt r et e b b nne s 83
Figura 9: Quantificacao de catequina por HPLC (A=280 nm) em aliquotas de metanol, obtidas da
extracdo de solo, que continham as plantas de Sesbania virgata, oriundas dos dois lotes obtidos
NO MUNICIPIO & LAVIAS, IMG.......ecuieiiiicic ettt st te e nens 88
Figura 10:Valores médios de altura (cm) e de didmetro (mm), das mudas de S. virgata,
provenientes das sementes dos lotes PC (A e C) e dos lotes NC (B e D), em condi¢bes ambientais
de pleno sol (linha vermelha) e de sombreamento (linha azul). Os dados foram coletados
mensalmente, durante 16 meses, de Outubro de 2018 a Janeiro de 2020............cccccevererenernnnnns 89
Figura 11: Valores médios de mortalidade (%) das mudas de S. virgata, na condi¢do de pleno
sol (A e B) e na condicdo de sombreamento (C e D), provenientes dos lotes PC e dos lotes NC,
respectivamente. Os dados foram coletados mensalmente, de agosto de 2019 a janeiro de 2020.
Figura 12:Valores médios de altura (cm) e de didmetro (mm), de Peltophorum dubium, quando
germinadas em condic6es de pleno sol (A e C) e em condicdes de sombreamento (B e D), em
vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (linha vermelha), dos lotes NC
(linha azul) e em vasos sem mudas de S. virgata (linha verde), durante o periodo de Maio de
2019 2 JaNEIr0 de 2020........ceuiieeeieeieeie sttt bbb nb e aeenes 92



Figura 13:Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e didmetro (mm), de
Peltophorum dubium, quando germinadas em condi¢des de pleno sol (PS) e em condicGes de
sombreamento (SB), em vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (PC),
dos lotes NC (NC) e em vasos sem mudas de S. virgata (C). Os valores séo referentes ao inicio
(Maio/2019) e ao final (Janeiro/2020) do ensaio. Letras mindsculas comparam a interferéncia do
ambiente dentro do fator procedéncia (PC, NC e C), por més e letras maidsculas comparam a

interferéncia do fator procedéncia dentro do fator ambiente (PS e SB), por

Figura 14:Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e diametro (mm), de Mimosa
bimucronata, quando germinadas em condicdes de pleno sol (A e C) e em condicgdes de
sombreamento (B e D), em vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (linha
vermelha), dos lotes NC (linha azul) e em vasos sem mudas de S. virgata (linha verde), durante
o0 periodo de Maio de 2019 a Janeiro de 2020.........ccerveererieeninieneeesie e 95
Figura 15:Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e didmetro (mm), de Mimosa
bimucronata, quando germinadas em condi¢des de pleno sol (PS) e em condicBes de
sombreamento (SB), em vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (PC),
dos lotes NC (NC) e em vasos sem mudas de S. virgata (C). Os valores sdo referentes ao inicio
(Maio/2019) e ao final (Janeiro/2020) do ensaio. Letras mindsculas comparam a interferéncia do
ambiente dentro do fator procedéncia (PC, NC e C), por més e letras mailsculas comparam a
interferéncia do fator procedéncia dentro do fator ambiente (PC e NC).......cccoevvvvveiveveiciciieennne 97
Figura 16: Ensaio conduzido em casa de vegetacdo, com sementes de S. virgata, de ambas as
procedéncias, semeadas em trés tipos de solo. Plantulas de S. virgata ap6s 15 dias da semeadura
(esquerda) e plantulas de S. virgata ap6s 120 dias da semeadura (direita)..........cccccceveveivevennne 120
Figura 17: Representacdo do fatorial (2x3x4), realizado para esse ensaio, no qual cada lote de
sementes de S. virgata, constituido de acordo com sua procedéncia, foi semeado em trés tipos de
solo e em cada tipo de solo, foi aplicado o tratamento com quatro tipos de irrigagéo.................. 121
Figura 18: Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) (A) e diametro (mm) (B), de
mudas de S. virgata, provenientes das sementes dos lotes PC e dos lotes NC, cultivadas em trés
tipos de solo: solo obtido na mesma area em que foi coletado o lote PC (SPC), solo obtido na
mesma area em que foi coletado o lote NC (SNC) e solo comercial (SCOM), no més inicial
(Outubro/2019) e no més final do ensaio (Mar¢o/2020). Dentro de uma dada data, as letras
minusculas comparam as duas procedéncias dentro do fator solo e as letras maiusculas comparam

0s tipos de solo dentro da Mmesma ProCEAENCIA..........ccveveeieiieie e 128



Figura 19: Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e didmetro (mm), de mudas de
S. virgata, provenientes das sementes dos lotes PC (A e C) e dos lotes NC (B e D), irrigadas com
irrigadas com 100%, 75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade de campo dos solos, em que
foram semeadas. Os dados foram coletados mensalmente, durante 6 meses, de Outubro de 2019
a Marco de 2020. Foram ajustadas as seguintes equacgdes de reta para as irrigacoes 100%, 75%,
50% e 25%, nos graficos A:y = 4,0808x + 4,744, R2=0,9459 (100%); y = 2,7345x + 6,4917, R?
=0,9961 (75%); y = 1,3583x + 8,4172, R2 = 0,9949 (50%); y = 0,4721x + 9,9822, Rz = 0,8889
(25%); B: y = 3,2929x + 6,4528, R2 = 0,9918 (100%); y = 2,9576x + 6,6261, R? =

Figura 20: llustracdo esquematica, representando a ordem das metodologias utilizadas, a partir
das sementes de S. virgata e dos fungos encontradas Nas MESMAS..........ccccceevveerveieerreereesreennns 151
Figura 21: Placas de Petri, com sementes de Sesbania virgata, para o teste de cdmara Umida,
armazenadas em camaras de germinag&o do tipo BOD.........ccccociiiinininiiicnc e, 154
Figura 22: Valores médios da incidéncia (%) dos fungos Phoma (A), Pestalotiopsis (B),
Cladosporium (C), Rhizopus (D), Fusarium (E) e Alternaria (F), encontrados em sementes S.
virgata, oriundas de populac6es produtoras de catequina (barras vermelhas) e de popula¢6es ndo
produtoras (barras azuis) em funcdo dos tratamentos aplicados: ndo esterilizadas e néo
escarificadas, néo esterilizadas e escarificadas, esterilizadas e ndo escarificadas e esterilizadas e
oot L o= To - SR 155
Figura 23: Imagens dos fungos selecionados para 0s ensaios: Phoma sp. visto por miscroscépio
estereoscopio (A e seta vermelha) e conidio de Phoma sp. visto por microscépio 6ptico, no
aumento de 40x (B). Cladosporium sp. visto por microscopio estereoscopio (C e D), ressaltando
a estrutura do corpo de frutificacdo, com regido do conidio verde em formato de vassoura e haste
preta (seta azul). Alternaria sp. visto por microscépio estereoscopio (E e F), ressaltando a
estrutura do corpo de frutificacdo, em formato de colar de contas, de coloracéo preta.

Figura 24: Valores médios do grau de severidade (%) dos fungos Phoma (A), Pestalotiopsis (B),
Cladosporium (C), Rhizopus (D), Fusarium (E) e Alternaria (F), encontrados em sementes S.
virgata, oriundas de duas populag¢Oes (produtoras e ndo produtoras de catequina), esterilizadas
ou nédo e escarificadas ou ndo. Grau de severidade “zero” (barra branca), grau de severidade
“traco” (barra amarela), grau de severidade “fraco” (barra verde), grau de severidade “moderado”
(barra roxa) e grau de severidade “intenso” (barra vermelha)..........ccccoccveviiiiiiiiiiiiieniee s 160
Figura 25: Valores médios do crescimento radial de Cladosporium sp., Alternaria sp., e Phoma

sp. apods os tratamentos de irrigacdo com extratos aquosos de S. virgata (0,1, 0,5 e 1%), com &gua

28



destilada e autoclavada (0%) e com catequina comercial na concentracdo de 1mg mL"(C). Médias
seguidas pela mesma letra, entre tratamentos (0, 0,1, 0,5 e 1,0% e C) e dentro de uma dada
especie, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
Q0] o= o1 T - Uo L= SR RUSSSRRR 161

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores médios referentes a porcentagem de germinacdo (%G) e ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), de sementes de S. virgata oriundas das populagdes produtoras
de catequina (PC) e das populacdes nao produtoras de catequina (NC), semeadas em condicdes
de pleno sol (PS) e de Sombreamento (SB)........cccviiiieiiiiieireresi e 84
Tabela 2: Valores médios referentes a porcentagem de germinacdo (%G) e ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), das duas espécies arbdreas testadas (Peltophorum dubium e
Mimosa bimucronata), semeadas em vasos contendo plantas de S. virgata, oriundas das
populagdes produtoras de catequina (PC), plantas de S. virgata oriunda das popula¢es nédo
produtoras de catequina (NC) e em vasos sem plantas de S. virgata (Controle), em condicdes de
pleno sol (PS) e de Sombreamento (SB)........ccovoieiieiiiiiiie e 86
Tabela 3: Valores médios de altura (cm) e de didmetro (mm), das plantas de S. virgata, oriundas
dos lotes PC e NC, obtidos da interagdo com os tratamentos, em condi¢fes ambientais, de pleno
sol e de sombreamento. Dados referentes ao Gltimo més de ensaio (Janeiro de 2020)................ 91
Tabela 4: Valores médios referentes a porcentagem de germinacdo (%G) e ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), de sementes de S. virgata oriundas das populacdes produtoras
de catequina (LOTE PC) e das populagdes ndo produtoras de catequina (LOTE NC), semeadas
em trés condicGes de solo: solo comercial (SCOM), solo obtido na mesma area que foi coletado
0 lote PC (SPC) e solo obtido na mesma area que foi coletado o lote NC (SNC).........ccocvnee. 122
Tabela 5: Valores médios referentes a altura (cm) e ao diametro (mm) de plantas de S. virgata,
oriundas das populagdes produtoras de catequina (LOTE PC) e das populagdes ndo produtoras
de catequina (LOTE NC), semeadas em trés condicOes de solo: solo comercial (SCOM), solo
obtido na mesma area que foi coletado o lote PC (SPC) e solo obtido na mesma area que foi
coletado o lote NC (SNC) e irrigadas com 100%, 75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade
de campo dos solos. Valores referentes ao tltimo més de experimento (Mar¢o/2020)............... 125
Tabela 6: Valores médios referentes a altura (cm) e ao diametro (mm), de mudas de S. virgata,

oriundas das populagdes produtoras de catequina (PC) e das populagdes ndo produtoras de

29



catequina (NC), e irrigadas com 100%, 75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade de campo
dos solos. Valores referentes ao més inicial (Out/19) e ao més final (Mar/20) do
Lo 1= 1101 1 oSS 132
Tabela 7: Valores médios referentes a altura (cm) e ao diametro (mm), de mudas de S. virgata,
semeadas em solo comercial (SCOM), solo obtido na mesma area que foi coletado o lote PC
(SPC) e solo obtido na mesma area que foi coletado o lote NC (SNC) e irrigadas com 100%,
75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade de campo dos solos. Valores referentes ao més
inicial (Out/19) e ao més final (Mar/20) do eXPErimENtO.........c.ccverveerieiieiiere e 134
Tabela 8: Taxa de Germinacdo (G%), indice de Velocidade de Germinagio (IVG) e Taxa de
Mortalidade, das sementes pds-germinadas (M%) das sementes de Sesbania virgata, submetidas

as infestacbes com os isolados dos géneros Alternaria sp., Cladosporium sp. e Phoma

30



SUMARIO

L oo [V or o N T - | SR RPOTPSN 32
1.1. Cenério ambiental brasileiro: Da colonizagdo a atualidade..............cccccoveovrrrirennen. 32
I A 1= (o] o LA T USSR 40
1.3, ALCIOGUIMICOS. ....cueiiieieiieie ettt 43
B O (<o [0 - USSR 46
1.5. Sesbhania virgata (Cav.) PEIS........cciiiiiiiiieiese e e 49

(@] o= 1LY o T =] - | OSSR RSSRN 58

Referéncias BiblIOgrafiCas......... oo 58

CAPITULO 1: Presenca de aleloquimicos no solo, oriundos de Sesbania virgata e sua

influéncia no desenvolvimento de espécies florestais Nativas............cccccccevveveiieieenesiennnnn 76
INEFOAUGED. ...t bbbkttt b ettt et e s 76
(@] o<1 1LY TSP 79
Material € MELOUOS. ........ecverieieieie et esae b e s re e e neeneeneeeens 79
RESUITATOS. ...ttt bbbttt b e bbbt bt st et e ettt eebeare et e e 85
DISCUSSED. ... tveuteetiesteeieeieeteeste e et este e e st e sae et esseesbeesaeeseesbeaneease e teeneeaseenseaneenreeseeneeareenrens 100
(O] Tod 11157 o TSSOSO PP 109
Referéncias BibDHOGrAfiCaS. ........ccuiiiiiiiiieee e 109
CAPITULO 2: Condigdes edafo-climaticas no desenvolvimento mudas de S. virgata......118
INEFOTUGED. ...ttt ettt e e st e et e s te e teenteereesteeneesreesseeneeareenreas 118
(0] 0] 13 {10 T U TSSO P PP PP PTUPPRPRPPRPIN 121
Material € METOTOS. ........eiuieiiiieie ettt bbbt e e enes 121
RESUITATOS. ...ttt b et e esreesbe et eereenreeneeenes 124
DISCUSSAD. ... vveuteetiesteesie et eteeste e et e ste et seeste et easeesbeesaeeseesbeaneease e seenseaseenseeneenreeseeneeaneenrens 136
(0] Tod 11157 o TSSOSO 142
Referéncias BibDHOGIrAfiCas. .........ocoiiiiiiiie e 143

CAPITULO 3: Efeito de fitoquimicos presentes em sementes de Sesbania virgata (Cav.)

Pers., na micota identificada em Seu tegUMENTO...........ccccvevieiiiieeie e 150
INEFOAUGED. ...ttt bbbt st b ettt 150
(@] o= 1LY TSP S UROTSSUOSPRRSRIE 153
Material € MELOUOS. ........eceerieieiece ettt et reereene e e e e s 153
LRI 17 To (01 SRRSO 160
DISCUSSAD. ... tveuteereesieesteeieeteeste e e eseesteeseeeseesteeseesseesteeseeeseesseaneeaseesseenseaneesseessenneenneenseanennrens 165
(0] Tod 11157 o TSRS 172
Referéncias BiDHOGrAfiCaS. ........ccoiiiiiiiiie e 173
CONSIAEIAGOERS FINAIS. ... .ccuiiiieiieieiiesie sttt sttt 180

31



1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Cenario ambiental brasileiro: Da colonizagdo a atualidade

“Foi o Capitdo com alguns de n6s um pedago por este arvoredo até um ribeiro grande, e
de muita gua, que 0 nosso parecer € 0 mesmo que vem ter a praia, em que nds tomamos
agua. Ali descansamos um pedaco, bebendo e folgando, ao longo dele, entre esse arvoredo
que é tanto e tamanho e tdo basto e de tanta qualidade de folhagem que nédo se pode

calcular. H4 14 muitas palmeiras, de que colhemos muitos € bons palmitos.”

E foi assim, relatando atividades de seu cotidiano, que Pero Vaz de Caminha descreveu ao
Dom Manuel, parte da natureza e da fartura encontradas na nova terra llha de Vera Cruz,
posteriormente chamada de Brasil. Dentre as riquezas aqui encontradas estava o0 pau-brasil
(Paubrasilia echinata (Lam.) Gagnon. H.C. Lima & G.P. Lewis), espécie arborea nativa do
Brasil, que gerou grande interesse aos colonizadores portugueses, devido a sua madeira de boa
qualidade e ao seu pigmento brasileina (Rezende et al. 2004, Poloni 2008). Justamente por seus
atrativos, a espécie logo se tornou alvo de exploracao e de exportacdo para o continente europeu,
representando uma das primeiras cenas do desmatamento brasileiro em larga escala.

Tal intensidade de exploracdo dos recursos naturais aqui encontrados caracterizou o
processo de ocupacdo do Brasil como algo sem planejamento e pela consequente destruicdo de
recursos, particularmente das florestas (Fantinel et al. 2012). Em diversos parametros, 0s
desmatamentos que ocorrem atualmente, com mais intensidade em regifes tropicais, ndo sao
significativamente distintos dos que ocorreram séculos atras (Arraes et al. 2012).

No geral, o desmatamento tem acompanhado o crescimento da populacdo e seu
desenvolvimento ha milhares de anos. Caracteristicas como clima, cultura, tecnologia e comércio
tém influéncia sobre a aceleracdo da velocidade de desmatamento de uma regido (Lima et al.

2020). Segundo Williams (2003), o desmatamento € uma das mudancas mais generalizadas e
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drésticas feitas pelo homem na superficie da Terra e séo resultados das demandas causadas pelo
crescimento populacional, como a necessidade de produzir alimentos.

No Brasil, essas necessidades foram se tornando mais expressivas ao decorrer do historico
de ocupacdo do pais, onde a cobertura florestal nativa dos diferentes biomas, foi sendo
fragmentada, cedendo espaco para as areas agricolas, de pastagens e para a expansado das cidades
(Rocha 2010, Nogueira et al. 2015, Amato-Lourenco et al. 2016), despertando a atengdo dos
movimentos ambientais.

A consolidacdo dos movimentos ambientalistas brasileiros surgiu na década de 60, que
trazia a ideia de melhorias e beneficios para a vida humana. Naquela década, a preocupacao
com a conservagdo do meio ambiente foi institucionalizada com a aprovacéo da Lei N°4.771 de
15/09/1965, que instituia 0 novo Codigo Florestal Brasileiro, visando sobretudo a conservacgéo
dos recursos florestais, com a criagio de novas tipologias de areas protegidas como as Areas de
Preservagdo Permanente e a Reserva Legal (Garcia 2012).

Anos depois, com a regulamentacdo da lei N°6938/1981 foi estabelecido o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (Conama), que se tornou o 6rgao responsavel por criar as normas
que orientariam as politicas ambientais (Silveira 2017). Em 1986, foi criada no Estado de Séo
Paulo, através do decreto n°® 24.932, a Secretaria do Meio Ambiente, que visava promover
principalmente a preservacdo, a melhoria e a recuperacdo da qualidade ambiental (Secretaria de
Infraestrutura e Meio Ambiente 2015). No plano institucional, a area ambiental brasileira,
influenciada pela Constituicdo de 88, transformava-se com a criacdo do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (Vieira e Cader 2007).

Em 1992, a relagdo entre 0 meio ambiente, o desenvolvimento e a necessidade imperativa
para o desenvolvimento sustentavel foram vistos e reconhecidos em todo o mundo. Na Agenda
21, lideres mundiais tragaram programas para tentar distanciar o mundo da época, do modelo

insustentavel de crescimento econdmico, para proteger e renovar 0s recursos ambientais, dos
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quais o crescimento e o desenvolvimento econdémico dependem (Organizagdo das Nacgdes Unidas
2020).

No Brasil, ap0s a realizacdo da Il Conferéncia das Na¢des Unidas sobre Meio Ambiente e
Desenvolvimento (RI0’92), também em 1992, foi criado o Ministério do Meio Ambiente, 6rgéo
de hierarquia superior que passava a ter a missdo de formular a Politica de Meio Ambiente no
Brasil e o IBAMA atuando como 6rgao de fiscalizacdo (Vieira e Cader 2007).

Um dos acontecimentos que marcaram o século passado, foi a maneira como a extensao
das florestas tropicais diminuiu rapidamente (Lamb et al. 2005). Estima-se que 350 milhdes de
hectares de florestas tropicais primarias e secundarias foram desmatadas no mundo (International
Tropical Timber Organization 2002). A partir desse periodo e com o crescente 0 avanco dos
desmatamentos nas grandes florestas, preocupagfes com questdes ambientais foram se
intensificando.

No Brasil, esse avanco foi e € notdrio e alarmante. Estima-se a ocorréncia de mais de 200
milhGes de hectares de areas degradadas em solo brasileiro, com grandes regifes de vegetacdo
nativa sofrendo constante reducdo e fragmentacdo dos biomas, devido as aces antropicas
(Tavares 2008, Rocha et al. 2014). A analise do Programa das Nagbes Unidas para o0 Meio
Ambiente estimou que, de 1990 a 2015, o Brasil registrou uma reducao de quase 55 mil hectares
no tamanho de suas florestas (PNUMA 2016).

A Mata Atlantica, por exemplo, desde as primeiras etapas da colonizacdo do Brasil, tem
passado por uma série de surtos de conversdo de florestas naturais para outros usos, cujo resultado
observa-se nas paisagens, fortemente dominadas pelo homem (MMA 2002). Ao lado de outras
33 regides localizadas em diferentes partes do planeta, o bioma foi apontado como um dos
hotspots mundiais, ou seja, uma das prioridades para a conservacdo de biodiversidade em todo o
mundo (Myers et al. 2000, Mittermeier et al. 2004). Sua extensdo original abrangia uma area

equivalente a 1.315.460 km? do territorio nacional, estendendo-se desde o Nordeste brasileiro até
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0 Rio Grande do Sul (Andrade e Santos 2014, Fundacdo SOS Mata Atlantica/ INPE 2014), e
atualmente apresenta apenas cerca de 7% do bioma (MMA 2016).

Um dos cinco biomas com maior diversidade do mundo, a Mata Atlantica € hoje
considerada a 22 floresta mais ameagada do planeta, com a area de vegetagdo nativa mais
devastada do Brasil (Januério et al. 2017). Essa regido € de grande importancia para o pais, pois
abriga mais de 60% da populacdo brasileira e é responsavel por quase 70% do PIB nacional,
prestando importantissimos servigos ambientais (CI-Brasil et al. 2000, MMA 2016).

Outro bioma brasileiro que tem causado grande preocupacgdo mundial, especialmente entre
0s pesquisadores e governantes, € o Cerrado, devido a sua exploracdo descontrolada e nédo
sustentavel dos recursos naturais, especialmente da fitodiversidade (Pereira et al. 2012). O
Cerrado apresenta ampla variedade de fatores bioticos, além de outros abi6ticos como solo,
relevo e topografia, que conferem ao bioma elevada biodiversidade, sendo reconhecido como a
savana mais rica do mundo e, assim como a Mata Atlantica, um dos hotspots para a conservacéo
da biodiversidade mundial (Klink e Machado 2005, Abreu et al. 2017).

Apesar dessa enorme importancia ambiental, o Cerrado € o bioma brasileiro que sofreu
muito com as acles antrépicas nas ultimas trés décadas (Bayma e Sano 2015). O bioma
apresentava originalmente a area de 2.039.386 km?, no entanto atualmente, a area remanescente
da vegetacdo, encontra-se bastante fragmentada, com cerca de 1.036.877 km?, correspondendo a
51% da cobertura original (Ibama 2013). A taxa anual média de desmatamento no Cerrado entre
0s anos de 1999 e 2008 foi de 15.700 km? (Brasil 2011) e entre os anos de 2009 a 2015 foi de
9.804 km? (Brasil 2018). Para efeito de comparacdo, na Amazonia, no periodo de 2009 a 2015,
a taxa anual média foi de 6.080 km2, ou seja, 0 desmatamento na Amazdnia foi 38% menor que
no Cerrado no periodo relatado (Brasil 2018), demonstrando a pouca efetividade das acGes

publicas para o bioma em questao.
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De uma ocupacdo agricola praticamente nula até meados do século passado, o Cerrado
passou a responder por 47% dos grédos, 40% da carne bovina e 36% do leite produzido no pais
(Durigan 2012), sendo em 2013, a perda territorial acumulada pelo bioma, registrada em cerca
de 45% em sua cobertura original, sendo 29,46% para a pecuéria e 11,69% para a agricultura
(Brasil 2015). Esses dados, referentes ao desmatamento da Mata Atlantica e do Cerrado, ambos
biomas existentes do Estado de S&o Paulo, mostram efetivamente como a expansao econdmica
suprimiu de forma direta os biomas brasileiros, mesmo se tratando de areas de tamanha
biodiversidade mundial, desestabilizando o0s ecossistemas naturais e perturbando seu equilibrio
dindmico (Kageyama et al. 2008).

Hé& algumas décadas, tal supressdo ambiental gerou a necessidade de se restaurar 0s danos
causados as matas nativas. A crescente mobilizacdo mundial, exigindo novos modelos de
desenvolvimento que fossem menos impactantes ao ambiente, resultou em um expressivo
aumento no apoio as pesquisas na area de restauracdo ambiental (Rodrigues et al. 2015). Nesse
cenario, a partir da década de 1980, iniciou-se no Brasil uma frente de reacdo ao processo de
degradacdo ambiental, na qual o principal objetivo foi a restauracdo dos ecossistemas ja
degradados (Martins et al. 2014).

Nessa mesma década, a Lei Federal N° 6.938, de 31 de agosto de 1981 (Brasil 1981), que
dispde sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente, imputa em seu artigo primeiro, inciso I, ao
Poder Publico em seus diferentes niveis de governo, a responsabilidade sobre a fiscalizacado
permanente dos recursos ambientais, visando a compatibilizacdo do desenvolvimento econdmico
com a protecdo do meio ambiente e do equilibrio ecoldgico, e, no inciso VI, afirma ser de
responsabilidade do Poder Publico identificar e informar, aos 6rgdos e entidades do SISNAMA,
a existéncia de areas degradadas ou ameacadas de degradacdo, propondo medidas para sua

restauracao (Rodrigues et al. 2015).
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O termo é&rea degradada esta associado & uma alteracdo profunda das caracteristicas do
ecossistema, podendo ou ndo ser causada por atividades humanas, levando-o a diminuicdo
dréstica de sua resiliéncia e a perda de espécies e de intera¢cdes, mas mantendo meios possiveis
de regeneracdo, no qual a produtividade e as func¢Bes ecoldgicas podem ser recuperadas, ainda
que para um estado diferente do original (Brasil 1981, Brasil 2000, Engel e Parrota 2008, Souza
e Pifa-Rodriguez 2013).

Quando o nivel de degradacao ainda permite que 0 ambiente se recupere, ou seja, quando
0 ambiente mantém sua capacidade de regeneracdo, considera-se que o0 ambiente esta perturbado
e a adocdo de medidas intervencionistas pode acelerar a retomada dos processos naturais (Ser
2004, McAlpine et al. 2016). Se essa degradagdo ocorrer além da capacidade natural de
regeneracdo, é desencadeada uma relacdo de desequilibrio no ecossistema (Duarte et al. 2017).
Nesse sentido, torna-se necessaria a intervencdo antrépica para auxiliar na restauracao das areas
degradadas e, com isso, do equilibrio ambiental (Rodrigues 2020, Carpanezzi et al. 1990, Corréa
e Melo 1998).

Em florestas tropicais, como os distarbios antropicos geralmente sdo de maior escala, maior
intensidade e maior frequéncia do que as perturbacfes naturais, sob o0s quais essas evoluiram, a
restauracdo do ecossistema torna-se lenta ou incerta (Uhl et al. 1990, Engel e Parrota 2008).
Porém, mesmo nesses casos, ainda é possivel trazer de volta para uma area, espécies
caracteristicas da regido, direcionando 0s processos naturais para caracteristicas desejaveis em
sistemas futuros (Goosem e Tucker 1995).

Dentro dessas possibilidades, a restauracdo ecoldgica visa recriar comunidades
ecologicamente vidveis, protegendo e garantindo a capacidade natural de mudancas no
ecossistema (Engel e Parrota 2008), para que a nova comunidade tenha maior probabilidade de
se desenvolver, de se auto renovar e de se tornar sustentavel (Pereira et al. 2015). No inicio da

restauracdo, a caracteristica mais importante é o auxilio na formagédo de uma cobertura vegetal,
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para evitar processos erosivos e dar inicio a formagdo de uma camada organica e de solo (Reis e
Kageyama 2008). Esse ambiente criard condi¢fes para que outras espécies se estabelecam
(Pereira et al. 2015).

Um dos avangos mais relevantes da restauracdo ecoldgica foi a recomendacdo do uso
predominante de espécies nativas, considerando diferentes grupos ecoldgicos: espécies de
diferentes classes sucessionais e diferentes grupos funcionais, considerando suas particularidades
em relacdo as velocidades de crescimento, interagdes com a fauna (polinizacdo e dispersao),
arquiteturas de copa, épocas de disponibilizacao de recursos, densidades de madeira, acimulo de
biomassa, etc (Vidal e Rodrigues 2019).

Assim, a restauracao inicia-se com a criagdo de condi¢Ges que impulsionam a sucessao
ecoldgica (Anand e Desrochers 2004), processo que envolve a substituicdo ordenada no decorrer
do tempo de uma comunidade vegetal por outra (Pereira et al. 2015). Os modelos de sucessao,
com a escolha de espécies que garantam um padrdo de alta diversidade, sdo usados para
desenvolver esquemas de plantio para prever se 0s objetivos da restauracdao serdo alcancados
(Gandolfi et al. 2015).

Dentre os métodos utilizados para promover a recuperacdo de areas degradadas, esta a
inducdo e a conducdo para a regeneracao natural, na qual o potencial regenerativo da vegetacao
¢ aproveitado para que ela se desenvolva a partir de processos sucessionais naturais (Rodrigues
et al. 2020). No processo de sucessdo, ocorrem variaces na composicdo das espéecies e na
estrutura da comunidade ao longo do tempo, envolvendo modificacdes no ambiente, na
disponibilidade de recursos, aumentando a complexidade estrutural (Odum 1988, Longhi et al.
2006, Gurevitch et al. 2009, Pickett et al. 2009).

Devido a interacdo espécie-ambiente, as espécies podem apresentar comportamentos
contrastantes quando plantadas em diversos ambientes (Pereira et al. 2015). Por isso, para a

distribuicdo das espécies no campo é importante considerar as caracteristicas naturais de cada
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uma, principalmente aquelas que séo adaptativas, com a finalidade de garantir que a restauracéo
siga a estrutura e a dinamica das florestas (Kageyama et al. 2008, Rodrigues e Gandolfi 2001).

Rodrigues e Gandolfi (1996) enfatizavam a necessidade de uma lista de espécies da floresta
que se almeja recompor, procurando respeitar padrdes da adaptabilidade das espécies. E muito
comum no Brasil, casos onde espécies exdticas ou agressivas sao as principais barreiras a serem
superadas no processo de restauragéo (Pereira et al. 2015). No estado de Séo Paulo, a exigéncia
pelo uso de um nimero minimo de espécies nativas foi bastante debatida entre os pesquisadores
e executores de restauracdo (Brancalion et al. 2010, Durigan et al. 2012, Aronson et al. 2011,
Oliveira 2011).

Existem listas de espécies nativas regionais formuladas pelo Instituto de Boténica da
Secretaria de Infraestrutura e Meio Ambiente (Barbosa et al. 2015, Barbosa et al. 2017) e
disponibilizadas no site da instituicdo. Desde 1989, o Instituo de Botanica tem atuado também
na formulacdo de instrumentos legais para a normatizacdo do processo e para o fomento do
mercado de restauracdo no Estado de Sdo Paulo, como € o caso da Resolucdo SMA n° 32 de
2014, que estabelece as orientacdes, diretrizes e critérios sobre restauracdo ecoldgica no Estado
de S&o Paulo (Resolucdo SMA 32/ 2014).

Outra técnica de plantio utilizada como alternativa nos projetos de recuperacao de areas
degradadas € a que utiliza leguminosas (Rodrigues et al. 2020). As leguminosas, principalmente
as arboreas e arbustivas, sdo utilizadas para recuperar areas degradadas por serem espécies de
rapido crescimento e devido ao aporte de matéria organica folhosa que possuem, incrementam
as quantidades de carbono e nutrientes no solo, além de formarem associagdes simbioticas com
bactérias fixadoras de nitrogénio, que favorecem a absorcdo desse elemento por outras plantas
(Longo et al. 2011, Nogueira et al. 2012, Terra et al. 2019).

A identificacdo de espécies-chave, que sdo aquelas que controlam a estrutura da

comunidade devido a sua abundancia, distribuicdo espacial, biomassa, porte ou cobertura e que
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influenciam a ocorréncia das demais espécies associadas, é de fundamental importancia para o
sucesso da restauracdo florestal em areas degradadas, principalmente por mineracéo a céu aberto
(Salomado et al. 2012, Salomdo et al. 2013), onde o solo torna-se indspito para a maioria das
espécies.

Em geral, as espécies que se encontram nesse tipo de ambiente degradado séo espécies que
dispdem de estratégias de adaptacdo que facilitam a sobrevivéncia e a reproducdo dentro da
sucessdo dos ambientes (Pifia-Rodrigues et al. 1997). O sucesso da conquista do ambiente
depende de fatores, como a amplitude geogréfica da espécie, abundancia da mesma na fase de
chegada, caracteristicas genéticas e fenotipicas, bem como a associa¢do entre estes e 0 meio
ambiente (Williamson e Fitter, 1996).

Em relacéo ao sucesso de conquista de ambientes, a alelopatia tem sido reconhecida como
um importante mecanismo ecolégico que influencia a dominancia e a sucessao de plantas, a
formacdo de comunidades, a vegetacdo climax e o0 manejo (Chou, 1986, Goldfarb et al. 2009).
Estas interacdes alelopaticas sdo responsaveis pelo estabelecimento e sobrevivéncia de certas
espécies no meio ambiente e representam mecanismos adquiridos ao longo de um processo
evolutivo (Gatti 2008, Nicolini et al. 2012). Por essas razdes mecanismos alelopaticos podem
influenciar direta ou indiretamente no sucesso de implantacdo de processos de restauracao

ecologica.

1.2. Alelopatia
O termo alelopatia vem do grego allelon = de um para o outro, pathos = sofrer (Ferreira e
Aquila 2000, Rodrigues e Lopes 2001, Weir et al. 2004, Bhadoria 2011, Sageentha e Baska et
al. 2015, Dantas 2018, Sarma et al. 2019) e foi introduzido pela primeira vez pelo botanico Hans
Molisch em 1937 como a influéncia de uma planta no crescimento e estabelecimento de outra

planta, através da liberacdo de compostos quimicos no ambiente (Rice 1984, Weston 2005,
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Teasdale et al. 2012, Saldanha 2013). A Sociedade Internacional de Alelopatia a definiu como:
“qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias
e virus que influencia no crescimento e desenvolvimento de sistemas biologicos e na agricultura;
estudo das funcdes de metabdlitos e seus significados na organizagdo dos sistemas bioldgicos, a
origem e evolugdo dos mecanismos envolvendo interagcbes planta-planta, planta-
microorganismos, planta-virus, planta-inseto, planta-solo” (Mallik e Inderjit 2002, Allem 2010).

Desde a antiguidade, sabe-se que algumas espécies vegetais podem prejudicar o
crescimento de outras (Gatti et al. 2004). As primeiras observagoes, de plantas que causavam
impacto no crescimento de outras espécies vegetais, foram relatadas por Democritus (500 a.C.)
e Theophrastus (300 a.C.) (Franca 2007). Estes observaram que espécies como grao-de-bico
(Cicer arietinum L.) e cevada (Hordeum vulgare L.) ndo revigoravam o solo, ao contrario, o
exauriam, além de eliminarem outras plantas invasoras (Rice 1984, Weston 2005). De Candolle,
um dos primeiros a realizar ensaios de toxicidade associada a exsudatos de raizes (Rice 1984,
Singh et al. 2001, Weston 2005, Franca 2007), sugeriu, em 1823, que 0 "cansaco™ das terras na
agricultura, era decorrente de exsudados liberados pela prépria cultura (Rice 1984, Gatti et al.
2004).

Lee e Monsi (1963) relatam um documento japonés de autoria de Banzan Kumazawa,
escrito ha cerca de 300 anos, no qual descrevem que a chuva e o orvalho arrastavam para o solo
produtos quimicos contidos nas folhas de pinheiro (Pinus densiflora Sciebold e Zucc.), os quais
prejudicavam as culturas localizadas embaixo da copa das arvores.

Com o crescente interesse nesta area, as relagdes estabelecidas por interagdes alelopéticas
em ecossistemas naturais vém sendo largamente discutidas, principalmente devido a existéncia
de muitas questdes ndo respondidas, porém essenciais para a compreensdo desse fendmeno
(Scognamiglio et al. 2013). Nesse contexto, a alelopatia de espécies vegetais tornou-se um foco

de pesquisa nos ultimos anos (Zhang et al. 2018). Silva et al. (2018), observaram que as pesquisas
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alelopéaticas vem ganhando maior espaco no meio cientifico ao longo dos anos, ocorrendo o
aumento no numero de trabalhos publicados juntamente com 0s grupos de pesquisa.

Do ponto de vista ecoldgico, a alelopatia € reconhecida pelo seu papel facilitador na
conquista de novos ambientes por espécies vegetais. Tais espécies usam compostos quimicos
contra plantas vizinhas, as quais em geral sdo sensiveis a esses metabolitos (Callaway e Ridenour
2004, Antonelli et al. 2016). Por influenciar o desenvolvimento de outras espécies, a alelopatia
faz parte da manutencdo do equilibrio ecoldgico, representando uma estratégia de protecéo
natural contra "inimigos™ e plantas competidoras (Prince e Pohnert 2010).

Embora a alelopatia possa ser verificada entre todos 0s organismos, é nas plantas que ela é
mais comum e evidente. E um mecanismo de defesa contra patdgenos, pragas, herbivoros e outras
plantas. Mesmo depois de mortas, as substancias alelopéticas ainda se mantém nos seus tecidos,
podendo ser lancadas para o0 meio (Neves 2005).

De acordo com Whittaker e Feeny (1971), os efeitos alelopaticos de uma planta s&o aceitos
desde que sejam comprovados: (a) que um inibidor quimico efetivo esteja sendo produzido e
ocorra numa concentracdo potencialmente efetiva no solo e (b) que a inibicdo ndo seja por efeito
de competicdo da planta por luz, 4gua e nutrientes, nem por uma atividade animal. De acordo
com essas afirmacdes, Qin et al. (2018), em estudos em areas dominadas por Eucalyptus
urophylla, afirmam que a alelopatia € mais importante do que a competicdo por recursos na
reducdo da biodiversidade de espécies nativas.

Vaérias observacdes surgiram apds a definicao desse fenémeno, constatando-se que plantas
podem interferir sobre outra da mesma espécie ou de espécies diferentes (Silva et al. 2007),
causando efeitos nocivos sobre essas (Herrera 1995, Prince e Pohnert 2010). Tais efeitos
baseiam-se na liberacdo de compostos quimicos, provenientes de metabolismo secundario, que

agem isoladamente ou em conjunto (Rice 1977, Taiz e Zeiger 2009). Para Aradjo et al. (2018),
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os aleloquimicos produzidos e liberados pelas plantas podem afetar negativamente o

comportamento morfoldgico, fisioldgico e etoldgico de outras espécies.

1.3. Aleloquimicos

As plantas produzem um amplo espectro de metabdlitos secundarios, com uma grande
diversidade quimica. Estes compostos estdo envolvidos em muitos processos metabdlicos e
ecoldgicos (Oliveira et al. 2006), como protecdo, quelacdo de nutrientes e regulacdo da biota do
solo, afetando a decomposicdo e a fertilidade do solo (Inderjit et al. 2011), e muitos destes
compostos sdo alelopaticos na natureza desempenhando um grande papel na defesa vegetal
(Tomar et al. 2015).

Cerca de 20 anos atras, mais de 10 mil produtos quimicos haviam sido classificados como
alelopéticos, pertencentes a varios grupos de substancias (Pifia Rodrigues e Lopes 2001). Estes
compostos, que em geral sdo soluveis em agua, incluem: fendis simples e outros glicosilados,
acidos fenol-carboxilicos, derivados dos acidos benzoico e cinamico, a-pirones (cumarinas e
isocumarinas), ligninas, flavonoides (flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas
(Stangarlin et al. 2011, Pereira e Cardoso 2012). Estes podem ser encontrados em todas as partes
dos vegetais, como caules, folhas, raizes, inflorescéncias e flores, frutos e sementes (Gatti et al.
2004) e sua producdo sofre influéncia de fatores ambientais, fisicos e quimicos, podendo variar
até mesmo entre populacdes (Gobbo-Neto e Lopes 2007, Bhadoria 2011).

Os produtos do metabolismo secundario podem atingir o ambiente por diversos modos,
como através de degradacdo de partes vegetais, de volatilizacdo, de lixiviacdo de folhas e de
exsudacdo de raizes (Rice 1984, Rizvi et al. 1992, Pifia Rodrigues e Lopes 2001, Weir et al.
2004, Albuquerque et al. 2010, Reigosa et al. 2013) (Figura 1). Sementes também possuem a
capacidade de liberar aleloquimicos ap0s o inicio do processo de embebigdo, os quais podem

contribuir para o comportamento invasivo de algumas espécies (Ndakidemi e Dakora 2003, Igbal
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e Fry 2012). Sob as condi¢des ambientais adequadas, estas fitotoxinas podem ser liberadas no
meio em quantidades suficientes para afetar a germinacéo e o crescimento das plantas vizinhas

(Weston 1996, Weston 2005, Feng et al. 2019).

VOLATILIZACAD s ALELOQUIMICOS
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Figura 1: Mecanismos de liberacdo dos alelogquimicos pelas plantas (Fonte: Gomes 2016).

As fitotoxinas podem ser sintetizadas em concentragdes varidveis, de acordo com a espécie
produtora, idade e condi¢des edafoclimaticas (Alves 2003, Franca 2007), que podem diminuir
ou aumentar a intensidade de seus efeitos (Bauer et al. 2012). Da mesma forma, partes da planta
como folha, casca e galhos podem apresentar diferentes efeitos alelopéaticos, dependendo da
planta receptora (Sartor et al. 2015, Araujo et al. 2018).

O modo de acéo dos aleloquimicos sobre a planta alvo pode ser dividido em acdo direta e
indireta (Ferreira e Aquila 2000). A acgédo direta, que € a mais estudada, inclui alteracbes no
crescimento e no metabolismo vegetal, ocorrendo quando o aleloquimico liga-se as membranas

da planta ou penetra nas células, interferindo diretamente no seu metabolismo. J& 0 mecanismo
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indireto, pode incluir alteracGes nas propriedades do solo, de suas condi¢bes nutricionais e
alteracdes de populacdes e/ou atividade dos microorganismos, podendo entéo afetar a planta alvo
(Franca 2007).

Para Einhelling (1996), a alelopatia é fruto da acdo combinada de grupos de aleloquimicos,
que interferem nos mais variados processos fisioldgicos. Esses fitoquimicos podem inibir a
germinacédo de sementes e o desenvolvimento de plantas (Alves et al. 2004, Perry et al. 2007).

A acdo dos aleloguimicos pode ocasionar a inibicdo através de efeitos na producdo de
metabdlitos, em estruturas citolégicas e ultra-estruturais, horménios, membranas e sua
permeabilidade, absor¢do de nutrientes, movimento dos estdmatos, sintese de pigmentos e
fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas, atividade enzimatica, relagdes hidricas e alteracdes
do DNA e RNA (Rice 1984, Einhelling 1986, Rizvi et al. 1992, Inderjit e Dakshini 1995, Spiassi
et al. 2015). A interferéncia das substancias alelopéticas dificilmente é provocada por um Unico
fator isolado, mas sim pela unido e acdo sinergética conjunta de varias destas substancias
somadas as condi¢cdes ambientais (Almeida 1988).

No solo, por exemplo, combinam-se de varias maneiras e embora ndo se conheca todas as
suas funcdes e substancias, as que se conhecem podem afetar os componentes da biota no
entorno, através da reducao de espécies vizinhas em funcédo de suas propriedades fisico-quimicas
(Silva 2012, Sangeetha e Baskar 2015).

A falta geral de compreensédo das dinamicas qualitativas e quantitativas de aleloquimicos
na rizosfera € um dos fatores que dificultam o entendimento desse processo (Weidenhamer
1996). E necessério provar que uma substancia toxica é produzida e se acumula, ou persiste o
tempo suficiente no ambiente, em concentragdes capazes de inibir o desenvolvimento de outras
plantas (Radosevich e Holt 1984, Weidenhamer 2005). Segundo White et al. (1989), o efeito da
alelopatia obtido em bioensaio é de dificil caracterizaco, pois ndo séo levados em consideragdo

fatores como o solo, alteracbes moleculares, clima, microorganismos e planta, sendo dificil
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extrapolar os resultados para as condigdes naturais. Além disso, no ambiente, o efeito pode se
mostrar de diferente intensidade aos de testes de laboratdrio (Rosa et al. 2011).

A producdo desses aleloquimicos representa um importante mecanismo ecoldgico,
utilizado por plantas nativas ou exoticas de um determinado ambiente, para competir e dominar
as comunidades vegetais, modificando a estrutura, a composi¢cdo das comunidades vegetais e
afetando o recrutamento de espécies nativas durante o processo de sucessdo em florestamentos
(Larcher 2000, Scrivanti et al. 2003, Rosa et al. 2013). Assim, a vegetacdo de uma determinada
area pode ter um modelo de sucessdo condicionado as plantas pré-existentes e as substancias
quimicas que elas liberaram no meio (Ferreira e Aquila 2000).

Dentro dessa dindmica ecoldgica, sabe-se que as fitotoxinas produzidas por espécies
consideradas invasoras sdo eficazes sobre as espécies nativas das areas invadidas em relacdo
aquelas com as quais a planta invasora co-ocorre naturalmente (Perry et al. 2005, Inderjit et al.
2008, He et al. 2009, Thorpe et al. 2009). Porém, algumas espécies compartilham do mesmo
ambiente e ndo produzem tais aleloquimicos, podendo ser relativamente resistentes a esses
metabdlitos.

Em geral sdo espécies que co-evoluiram e provavelmente desenvolveram mecanismos de
resisténcia a esses fitoquimicos. Como essa situa¢do nao é muito comum, quando se trata de uma
espécie invasora, essa possui maior vantagem competitiva em uma nova regido quando

comparada a sua regido nativa, garantindo seu sucesso na invasdo (Bais et al. 2006).

1.4. Catequina

Catequinas sdo substancias pertencentes ao grupo dos fendis, que podem ter origem nas
vias do acido chiquimico ou mevaldnico, sendo reguladas por fatores ambientais como niveis de
nutrientes do solo, intensidade luminosa e infecgdes por patdgenos (Novaes 2011). As catequinas

estdo localizadas no subgrupo dos flavondides, que ocorre amplamente nas plantas, sugerindo
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fazerem parte de uma estratégia evolutiva dos vegetais, podendo ser armazenadas ou liberadas
no ambiente (Chobot e Huber 2009, Esquinca e Moreno 2017).

Esses metabolitos estdo presentes em diversas plantas, na forma de dois enantibmeros, a (-
) e a (+)- catequina (Figura 2) e tém sido enaltecidos por sua fitotoxicidade (Buta e Lusby 1986,
Bais et al. 2003). Ensaios laboratoriais ttm mostrado que a catequina tem realmente efeitos
fitotoxicos sobre uma grande variedade de plantas, porém seu nivel de toxicidade varia de acordo
com a espécie ensaiada, com as condi¢des experimentais e com as combinagdes com outras

substancias fitotoxicas (Inderjit et al. 2008; Favaretto 2018).
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Figura 2: Estrutura quimica do flavondide (+) e (-) catequina respectivamente (Adaptado de
Pang et al. 2007).

Foi verificado que Centaurea maculosa (Asteraceae), uma espécie nativa da Eurasia, afeta
a germinacdo e desenvolvimento de gramineas nativas dos Estados Unidos (He et al. 2009). De
acordo com esses autores, esse efeito provavelmente esta relacionado ao fato de suas raizes
exsudarem uma mistura racémica de (+) e (-)-catequina, capaz de conferir vantagens para C.
maculosa em periodos criticos do desenvolvimento.

Da mesma forma, L&bo et al. (2008) mostraram que a substancia possui poder inibitorio.
No estudo foram preparados extratos foliares de Tachigali myrmecophyla (Ducke), nos quais foi
detectada a presenca de catequina. As avaliagdes dos efeitos potencialmente alelopaticos da

substancia isolada e identificada nos extratos foram realizadas frente a germinacgdo de sementes,
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bem como ao desenvolvimento da radicula e do hipocétilo das plantas daninhas malicia (Mimosa
pudica Benth.) e mata pasto (Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin e Barneby). Os resultados
mostraram que a catequina afetou negativamente a germinacdo das sementes das espécies de
plantas invasoras de pastagens analisadas, porém seu efeito foi mais expressivo no
desenvolvimento.

Ceballos et al. (1998) verificaram a exsudacdo de metabdlitos secundarios como
catequinas, proantocianidinas e luteolina por duas espécies do género Sesbania sp. Em Sesbania
drummondii (Rydb) Cory (espécie perene), o flavonoide (+)-catequina foi encontrado em
quantidade superior a de (-)-catequina e em Seshania vesicaria (Jacq.) Ell. (espécie anual) houve
o predominio de (-)-catequina. Os autores relataram que a segunda espécie é mais suscetivel ao
ataque do fungo Alternaria sp. e que 0s exsudatos de suas sementes ndo causam inibi¢do do
crescimento deste microrganismo, evidenciando a atividade antimicrobiana apenas de (+)-
catequina.

Estudos recentes relatam que catequina isolada, quando aplicada em sementes de espécies
florestais nativas e em sementes de espécies cultivadas, afetou negativamente o crescimento
radicular de todas as espécies testadas (Simdes et al. 2008, Veronesi 2013, Id et al. 2015, Mignoni
et al. 2017, Coelho et al. 2019, Id et al. 2020).

A molécula de catequina possui grupos hidroxilas que Ihe conferem alta reatividade. A
estabilidade da catequina também € dependente do pH, sendo que em solucdo alcalina esta
substancia é muito instavel e decomp®de-se em poucos minutos, enquanto em solucdo acida ela é
relativamente estavel (Zhu et al. 1997). Os flavonoides apresentam grupos hidroxilas em sua
estrutura molecular que podem ser oxidados por radicais livres, resultando em formas mais ou
menos instaveis da molécula (Nijveldt et al. 2001). Por isso, quando presente em ambientes ndo
controlados podem se modificar e uma das consequéncias pode ser a perda de seu potencial

inibitdrio. Isso pode explicar os distintos efeitos de exsudados de sementes de S. virgata relatados
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em diferentes condi¢des experimentais sobre diferentes espécies (Veronesi 2013, Coelho 2014,
Mignoni et al. 2017, Id et al. 2015, Id et al. 2020), visto que a catequina é o principal metabolito

exsudado por sesbania (Simdes et al. 2008).

1.5. Sesbania virgata (Cav.) Pers.

Sesbania virgata (Cav.) Pers., material biologico neste estudo, pertence a familia Fabaceae
e é uma espécie pioneira, nativa da América do Sul (Aradjo et al. 2004), encontrada
principalmente nas areas de Cerrado e Mata Atlantica, porém ja foi registrada com ocorréncia no
Paraguai, Argentina e Uruguai (Pott e Pott 1994). Apresenta aproximadamente trés metros de
altura, habita frequentemente beira de rios, lagoas, banhados, solos alagados, arenosos e argilosos
(Souzaetal. 2011) (Figura 3) e possui ciclo de vida curto, por volta de oito e nove anos (Branzini
et al. 2012). Além disso suas sementes apresentam um alto e rapido indice de germinacdo e de
desenvolvimento, o que faz com que apresente bom potencial de cobertura do solo (Coutinho et

al. 2005).
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Figura 3: Aspecto da arvore (A e B), da flor (C), do fruto e da folha (D), do fruto e da
semente (E) e da semente (F) de Sesbania virgata. Foto: Id 2014.

E uma leguminosa que é comumente recomendada e utilizada para a restauracio de areas
degradadas, principalmente em regifes de atividades de mineradoras (Samér 1999, Coutinho et
al. 2005, Florentino et al. 2009; Schiavo et al. 2010, Souza et al. 2010, Alves et al. 2013).

A espécie possui a capacidade de se associar a bactérias fixadoras de nitrogénio, (Branzini
et al. 2012, Coelho et al. 2019), o que de acordo com Santiago et al. (2009) e Rodrigues et al.
(2003), quando em consorcio com plantas ndo leguminosas, faz com que S. virgata contribua
tanto para sobrevivéncia dessas plantas, quanto para a disponibilizacdo de parte do nitrogénio
fixado biologicamente.

Os plantios consorciados dessa espécie com leguminosas ou ndo leguminosas podem
alterar as propriedades quimicas e fisicas do solo, aumentando a deposicdo de nutrientes via

serapilheira, quando comparados a seus monocultivos (Silva 2009). Silva et al. 2014 verificaram
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que o plantio de S. virgata torna o solo da area de revegetacdo de cava de extracdo de argila mais
propicio para o povoamento de espécies seguintes, do que em areas degradadas, recuperadas pelo
processo do surgimento de vegetacdo esponténea. Foi constatado pelo estudo que o solo da
primeira regido também passa a apresentar um aumento da diversidade de espécies de fungos
micorrizicos arbusculares.

Sementes de S. virgata apresentam dorméncia tegumentar (Souza et al. 2011, Silva et al.
2011, Costa et al. 2018, Langat e Maina 2018), o que favorece a formacéo de bancos de sementes
no solo, ja que isso as tornam impermeéaveis a agua. Além disso, de acordo com Duarte et al.
(2019), as sementes da espécie apresentam altos indices de germinacdo em uma ampla faixa de
temperatura, de 20°C a 30°C e em diversos tipos de substratos (Delarmelina et al. 2014). Foi
verificado também, que durante a maturacao, as sementes de S. virgata seguem o comportamento
padrdo ortodoxo classico, onde a reducdo do teor de agua é continua, sendo mais expressiva ao
final desse processo (Teixeira et al. 2018), o que pode explicar a alta longevidade do banco de
sementes dessa especie.

Outra caracteristica ecofisioldgica de S. virgata, é a espécie ser tolerante a permanéncia em
solos inundados, por longos periodos (Zanandrea et al. 2010). Alves et al. (2013) identificaram
0 desenvolvimento de estruturas morfo-anatdbmicas como raizes adventicias, lenticelas e
rachaduras no caule de plantas de S. virgata, submetidas as condicdes de alagamento em solo,
mostrando que a espécie é capaz de desenvolver um conjunto de adaptacGes, que permitem que
suas plantas consigam tolerar tal situacdo ambiental. Kreuzwieser et al. (2009) também
afirmaram que o crescimento continuo de S. virgata sob alagamento sugere que as plantas exibem
atividade fotossintética com capacidade suficiente para acimulo de carboidratos, permitindo o
crescimento de brotagdes e auxiliando nos processos germinativos.

Ha acumulo de galactomanano nas células do endosperma de S. virgata, um polissacarideo

de reserva que é mobilizado apds a germinag&o, e cujos produtos de degradacdo sdo utilizados
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para o desenvolvimento do embrido (Buckeridge e Dietrich 1996). Parte dos aglcares gerados
durante a mobilizagdo do galactomanano é exsudada para 0 meio de embebicédo, juntamente com
substancias fitotoxicas e antiflngicas, sugerindo a existéncia de estratégias competitivas e de
defesa que garantem o estabelecimento inicial da plantula (Simdes 2008).

Todas essas adapta¢c@es mencionadas anteriormente garantem a sobrevivéncia da espécie,
até que seus individuos encontrem condi¢cdes favoraveis para 0s processos de germinacao e
estabelecimento das pléantulas (Pott e Pott 1994, Silva et al. 2011). Contudo, a0 mesmo tempo
que essas adaptacdes potencializam sua facilidade de cobertura do solo, também faz com que S.
virgata seja considerada uma planta superdominante, com comportamento de planta invasora
(Matos e Pivello 2009), sendo muitas vezes capaz de inibir a competicdo com outras espécies
vegetais, reduzindo significativamente a regeneracdo do sub-bosque florestal. No nordeste
brasileiro, por exemplo, S. virgata vem ocupando &areas as margens de rios e de reservatorios,
mostrando-se capaz de provocar impactos ambientais em matas ciliares, onde é capaz de suprimir
a regeneracdo natural e de formar macicos populacionais dominantes (Andrade 2006).

Por isso, quando se utiliza uma espécie para restauracdo € importante entender o
comportamento dessa espécie no campo, assim como outras variaveis bioldgicas, como
mecanismos ecologicos, fisioldgicos e bioquimicos, que possam favorecer a espécie em questao,
causando desequilibrio ambiental (Soares et al. 2002). Nos programas de restauracdo é comum
0 uso de espécies pertencentes a familia Fabaceae, familia botanica a qual S. virgata pertence.
No entanto existem alguns estudos que evidenciam o potencial alelopatico de algumas espécies
dessa familia (Soares et al. 2002, Mercadante-Simdes et al. 2008, Oliveira et al. 2008, Centenaro
et al. 2009, Candido et al. 2010, Oliveira et al. 2012, Aguilera et al. 2015, Id et al. 2015).

Em &reas de regeneracgdo natural ou de regeneracdo induzida, a alelopatia pode influenciar
a constituicdo dos ecossistemas, ficando a sucessdo vegetal condicionada as plantas pré-

existentes (Mercadante-Simdes et al. 2008). Em relagdo ao sucesso de conquista de ambientes, a
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alelopatia foi reconhecida como um importante mecanismo ecoldgico que influencia a
dominéncia e a sucesséo de plantas, a formacéo de comunidades, a vegetacao e o manejo (Chou,
1986, Goldfarb et al. 2009). Estas interacOes alelopaticas sdo responsaveis pelo estabelecimento
e pela sobrevivéncia de certas espécies no meio ambiente e sdo mecanismos que podem ter sido
adquiridos ao longo de um processo evolutivo (Gatti 2008, Nicolini et al. 2012).

Seshania virgata é recomendada e usada para restauracdo de &reas degradadas,
principalmente devido ao seu crescimento acelerado e a sua alta capacidade de cobertura do solo,
em condi¢Oes edaficas com propriedades fisico-quimicas consideradas indspitas para outras
espécies. Contudo, existem evidéncias que provam que S. virgata é capaz de inibir a germinacédo
ou afetar o desenvolvimento de outras espécies vegetais (El Id et al. 2015, Mignoni et al. 2017,
Araujo et al. 2018), o que chama aten¢do em relacdo ao seu uso para o propo6sito da restauracao.

Em trabalhos realizados pelo grupo no qual esse estudo esta inserido, foi demonstrado que
0s exsudatos de sementes de S. virgata causam atraso na germinagéo, no desenvolvimento e na
mobilizacdo dos carboidratos de reserva em espécies cultivadas e arbdreas. Coelho (2014)
demonstrou que sementes de S. virgata apresentaram efeito alelopatico sobre sementes de
Solanum lycopersicum L. e Oryza sativa L., causando inibicdo e atraso da germinacéo
respectivamente, e reduzindo o desenvolvimento inicial das plantulas.

Foi observado por Veronesi (2013) um efeito negativo mais intenso dos exsudatos de
sementes de S. virgata sobre a radicula e 0 metabolismo de carboidratos de Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong, (espécie secundaria), em relacdo ao crescimento de
Peltophorium dubium (Spreng.) Taub. (espécie pioneira). Os resultados obtidos demonstraram
que espécies co-ocorrentes, inclusive de diferentes estagios sucessionais também sofrem
influéncia dos exsudatos de S. virgata, entretanto, esta € menos intensa que aquela observada

para espécies cultivadas.
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Id et al. (2015) verificaram que, em ensaios de co-germinacao com sementes de S. virgata,
0 namero crescente de sementes de S. virgata (0, 5 e 10 sementes) causou diminui¢do do processo
germinativo de espécies cultivaveis e arboreas, sendo essa diminuicdo mais acentuada nas
cultivaveis. Em relacdo ao desenvolvimento inicial, tanto as espécies arboreas quanto as espécies
agrondmicas foram afetadas negativamente quando em contato com sementes de S. virgata.
Neste mesmo trabalho, ensaios realizados com extratos foliares de S. virgata nas concentragoes
(peso/volume) 0,1, 0,5 e 1% mostraram que a taxa germinativa e o desenvolvimento inicial das
espécies arbdreas e agrondmicas ndo foram afetados negativamente, sugerindo que a maior fonte
de aleloquimicos de S. virgata ndo esteja nas folhas e ramos, mas sim nas sementes.

Enqguanto, no trabalho citado anteriormente, as espécies nativas foram menos afetadas pela
presenca de sementes e de extratos de S. virgata, Mignoni et al. (2017) relataram que sementes
de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena), uma espécie exdtica, foram sensiveis as
fitotoxinas de sementes de S. virgata. Ao analisar a co-germinacdo de S. virgata com L.
leucocephala foi observado atraso na germinacdo das sementes e inibicdo no desenvolvimento
inicial da espécie exdtica. O estudo também relatou que ocorreram alteracfes no metabolismo
dos carboidratos ao longo da germinacdo de leucena quando na presenca das sementes e dos
exsudatos de S. virgata. Segundo a autora, é possivel que S. virgata seja capaz de causar inibicao
no crescimento de L. leucocephala, causando desvantagens para esta espécie em estagios iniciais
de colonizacdo no ambiente, ao ter contato com as substancias liberadas por S. virgata.

Aradjo et al. (2018) verificaram que extratos aquosos de folhas e de cascas do caule de S.
virgata ndo apresentaram efeito alelopatico sobre a porcentagem de germinacdo de Lactuta sativa
L., entretanto, tais extratos interfiriram na velocidade de germinacdo. Contrariamente, nesse
mesmo estudo, 0s extratos aquosos oriundos de sementes e de cascas dos frutos de S. virgata

apresentaram efeito inibitorio na germinagdo de L. sativa, demonstrando que determinadas
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substancias alelopaticas podem estar concentradas em maior quantidade em diferentes érgdos
vegetais da espécie.

No trabalho realizado por Simdes (2008), foi demonstrado que o flavonoide (+)-catequina
é a principal fitotoxina exsudada por sementes de S. virgata e que a substancia foi capaz de inibir
desenvolvimento de plantulas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. e Oryza sativa L., retardando
também a germinacdo de outras espécies cultivaveis, como alface e tomate. A (+)- catequina foi
encontrada no tegumento das sementes de S. virgata, sendo liberada em altas concentragdes (235
ug /semente) apos 24 horas de embebicdo (Simdes et al. 2008).

Id et al. (2015) e Id et al. (2020) verificaram que a quantidade de (+)- catequina variou
entre populac@es de S. virgata de um mesmo local e entre érgéos, de um mesmo individuo, sendo
observado presenca do metabdlito em sementes e em folhas, porém em maiores quantidades nas
sementes. Ensaios laboratoriais mostraram que a catequina tem efeitos fitotoxicos sobre uma
grande variedade de plantas, porém seu nivel de toxicidade varia de acordo com a espécie
ensaiada e com as condi¢cfes experimentais (Inderjit et al. 2008).

Ensaios em condicBes controladas relacionando os efeitos inibitorios de exsudados de
sementes e de extratos vegetais das mais variadas espécies e seus efeitos no desenvolvimento de
outras culturas sdo inumeros (Coelho 2014), porém pouco se sabe sobre como 0s metabdlitos
responsaveis por esses efeitos agem em condi¢Ges naturais, além da escassez de estudos a
respeito do efeito fitotoxico da deposicao de partes vegetais no ambiente, gerado pela liberagédo
de fitoquimicos oriundos desses 6rgéos.

Por isso, a compreensdo do papel de metabdlitos secundarios em processos ecologicos
como invasdo de plantas e interacdes vegetais exige que a dindmica e atividade bioldgica de
metabolitos secundarios seja estudada em solo (Zhang et al. 2011), onde essas substancias
também entram em contato com outros organismos, podendo alterar as reacdes entre as espécies

de diferentes reinos. Nas interagdes planta-microrganismo, as fitotoxinas oriundas do
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metabolismo secundéario e produzidas por sementes, exercem papel nos casos da associacao
simbidtica de algumas espécies da familia Fabaceae com bactérias fixadoras de nitrogénio
(Ndakidemi e Dakora 2003).

Sabe-se que S. virgata estabelece uma simbiose especifica e eficiente com Azorhizobium
doebereinerae (syn. A. johannae), no entanto, esta associacdo ndo inibe a ocorréncia de outras
bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas, que ocorrem saprofiticamente
proximo ao seu sistema radicular (Florentino e Moreira 2009; Florentino et al. 2009). Ao
examinar os efeitos de exsudatos brutos de sementes e de raizes de S. virgata sobre fungos
micorrizicos arbusculares, Coelho et al. (2019) observaram que houve estimulo sobre a flora
micorrizica na presenca dos exsudatos de sementes.

Esses relatos evidenciam que substancias oriundas de sementes de S. virgata podem tanto
ter efeito inibitdrio como estimulatério em relagdo ao desenvolvimento da microbiota existente
no meio em que a espécie se desenvolve, podendo representar mecanismos que auxiliam a
sobrevivéncia das sementes de S. virgata, sendo crucial para seu sucesso no estabelecimento e
no desenvolvimento inicial de suas plantulas, em um novo habitat.

Em relacdo ao seu potencial antimicrobiano, ensaios com extratos obtidos do endosperma
de sementes de S. virgata evidenciaram a presenca de atividade indutora de fitoalexinas (Rahal
et al. 1998), que sdo sintetizadas em resposta ao ataque de microrganismos (Shaw et al. 2006).
Simdes et al. (2008) detectaram a presenca da fitotoxina guercetina em sementes de S. virgata
(substancia tdxica, mas nao exsudada para o meio durante a germinacdo), além da presenca do
alcaldide sesbanimida A, uma substancia com propriedades antifingicas. Esse alcaloide,
detectado nos extratos dos exsudados das sementes da espécie, foi responsavel pela atividade
inibitéria do crescimento do fungo Cladosporium sphaerospermum Pemzig. Zerlin (2015)
detectou atividade antifingica de exsudatos de sementes de S. virgata contra Cladosporium

cladosporioides G.A. de Vries.
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Compostos quimicos, como catequina, quercetina e sesbanimida A, com potencial
inibitorio, tém outros papéis ecoldgicos como defesa da planta, quelacdo de nutrientes e
regulacdo da biota do solo, de modo que afetam a decomposicao e a fertilidade do solo (Inderjit
et al. 2011). A espermosfera, area analoga a rizosfera, representa uma regido dindmica com
rpidas mudancas e possui muitos compostos que sdo liberados para o solo no inicio do processo
de embebicdo das sementes. (Nelson, 2004). Em alguns solos e para algumas espécies, é a
interacdo da catequina com as comunidades microbianas do solo que causa a inibi¢cdo do
crescimento das plantas (Inderjit et al. 2011). Bomfeti et al. (2013) evidenciaram que S. virgata
apresenta uma versatilidade no modo de infeccdo e no tipo de nédulo como um ajuste as
mudangas nas condi¢des ambientais de crescimento.

Como visto até aqui, S. virgata, uma espécie pioneira, possui caracteristicas ecolégicas,
como formacéo de banco de sementes, rapido crescimento e bom desenvolvimento em condi¢des
ambientais adversas, que podem justificar o sucesso de adaptacdo dessa espécie, fazendo
inclusive com que ela seja reconhecida como uma boa espécie para restauracdo de areas
degradadas. Além dessas adaptacGes ecolOgicas, a espécie aqui estudada também apresenta
caracteristicas fisioldgicas, como a presenca e a liberacéo de substancias alelopaticas, que podem
inibir a germinacdo e o desenvolvimento de espécies competidoras e interferir na microbiota,
presente no solo. No entanto ndo se sabe se 0 sucesso dessa espécie € devido ao seu
comportamento ecoldgico ou se também pode ser atribuido as suas adaptacGes fisioldgicas, que
podem ser consideradas, porém ainda ndo comprovadas, cruciais para garantir o desenvolvimento
inicial de plantulas e o estabelecimento das plantas adultas (Nelson, 2004). Conhecer os agentes
externos que desencadeiam, em condi¢Ges ndo controladas, a producdo dessas substancias e
como estas agem no ambiente natural, incluindo seus efeitos sobre a microbiota, é fundamental
para compreender 0s processos envolvidos no sucesso durante a chegada da espécie em um novo

ambiente.
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2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral verificar quais fatores podem induzir ou néo a
producéo de fitotoxinas, oriundas de orgdos de Sesbania virgata, e como tais substancias atuam

no sucesso desta espécie, na conquista de novos ambientes.
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CAPITULO 1: Presenca de aleloquimicos no solo, oriundos de Sesbania virgata e sua influéncia

no desenvolvimento de espécies florestais nativas

INTRODUCAO

Ao longo da historia, a atividade humana alterou significativamente os ecossistemas no
mundo todo, gerando alteracGes estruturais em comunidades e paisagens (Solar et al. 2015,
Steffen et al. 2015). O uso constante do solo e a degradacédo de habitats levaram a diminuicéo da
biodiversidade, ameacando espécies e ecossistemas em taxas cada vez maiores (Newbold et al.
2015, Tilman et al. 2015).

No Brasil estima-se a ocorréncia de mais de 200 milhGes de hectares de areas degradadas,
geradas principalmente por a¢fes antropicas (Rocha et al. 2014), como agricultura migratoria,
pastagens ndo-sustentaveis, ocupacao impropria de regides urbanas, assoreamentos dos rios e de
areas destinadas a mineracdo (Coutinho et al. 2005). A mineracdo, em particular, ¢ uma das
atividades humanas que mais contribuem para a alteracdo da superficie terrestre, provocando
impactos sobre a &gua, o ar, o solo e a paisagem (Polster 2016, Silva et al. 2016).

As causas que dificultam o estabelecimento de plantas sobre substratos minerados podem
ser atribuidas a alta compactacdo da superficie, a baixa capacidade de armazenamento de agua,
falta de matéria organica, baixa capacidade de troca catiénica e reducédo da fertilidade (Goedert
et al. 2002, Longo et al. 2005). Essas restricdes podem ainda, reduzir a biomassa microbiana de
solo, limitar a condutancia estomatica, a eficiéncia na fixacdo de carbono e, assim, o
desenvolvimento de plantas capazes de se estabelecerem nesses locais (Silva & Corréa 2008,
Silveira et al. 2006).

Neste ambiente extremo, poucas sdo as espécies vegetais que toleram tal condicdo e
conseguem se desenvolver, o que pode dificultar o sucesso de projetos de recuperagdo. Esses

projetos visam recuperar as caracteristicas da diversidade bioldgica do ecossistema natural que
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referencialmente havia antes da degradacéo, atraves da acdo antropica, facilitando os processos
de sucessdo ecoldgica (Brancalion et al. 2015).

Nesse sentido, a escolha de espécies corretas se torna uma importante ferramenta, existindo
no cenario brasileiro a exigéncia do uso de espécies nativas nos projetos de restauracdo (Vidal e
Rodrigues 2019). No entanto, espécies nativas do Brasil que sdo generalistas e oportunistas,
podem se comportar como espécies invasoras, ou seja, por algum desequilibrio ambiental, em
geral causado pelo ser humano, passam a crescer e a se multiplicar demasiadamente (Pivello et
al. 2018).

Essas plantas sdo denominadas como superdominantes (Callaghan et al. 2005, Matos e
Pivello 2009) e esse fenbmeno é conhecido por superabundéncia (Garrot et al. 1993), que se
refere a dominéncia de espécies nativas, que se desenvolvem intensamente. Isso pode afetar
negativamente outras espécies nativas mais sensiveis, sendo capazes de alterar processos naturais
do ecossistema em questdo ou até causar a extin¢do de determinadas espécies (Lima et al. 2012,
Pivello et al. 2018).

Uma dessas espécies que historicamente foi bastante recomendada e utilizada para a
restauracdo de areas degradadas pela mineracdo foi Sesbania virgata (Cav.) Pers. (Samor et al.
2002, Coutinho et al. 2005, Florentino et al. 2009, Souza et al. 2011a). A espécie possui
caracteristicas como altas taxas de germinacéo e de crescimento (Coutinho et al. 2005, Souza et
al. 2010, Delarmelina et al. 2013), é heliofita, possui ciclo reprodutivo rapido (Branzini et al.
2012), intensa producdo de sementes, formando banco com alta longevidade (Vieira et al. 2007),
alta eficiéncia no uso de nutrientes (Nobrega et al. 2008, Delarmelina et al. 2013, Souza et al.
2015), tolerancia ao desfolhamento e alta capacidade de rebrota (Carpanezzi e Fowler 1997).

Tais caracteristicas a tornam uma 6tima colonizadora, com vantagens durante a competicdo
e proporcionam sucesso no estabelecimento em areas mineradas com condicBes abidticas

extremas como as do solo de mineracdo, porém, pelas mesmas razdes, atrelado ao seu potencial
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alelopético, a espécie também pode ser considerada uma espécie superdominante. Na regido
Nordeste, por exemplo, S. virgata se apresenta como invasora na Caatinga e em ecossistemas
associados, particularmente em matas ciliares, onde é capaz de suprimir a regeneracao natural
das espécies vegetais nativas e formar macicos populacionais (Andrade 2006). Souza et al.
(2011a, 2011b) observaram grande abundancia de individuos de S. virgata na Caatinga do
municipio de Natuba, na Paraiba, suprimindo as espécies nativas locais em processos de
regeneracao natural.

Sesbhania virgata pertence a familia Fabaceae, € pioneira, nativa da América do Sul (Aratjo
et al. 2004) e é encontrada nas regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, nos
biomas do Cerrado e da Mata Atlantica, além de j& ter sido documentada no Paraguai, Argentina
e Uruguai (Pott e Pott 1994). A espécie também é capaz de produzir aleloquimicos, 0s quais ja
foram constatados como inibidores da germinacdo e do desenvolvimento de outras espécies
vegetais, cultivadas e/ou arbdreas (Id et al. 2015, Mignoni et al. 2017, Araujo et al. 2018).

Tal inibicdo pode ser atribuida a algumas substancias produzidas por S. virgata, como o
flavonoide (+)- catequina, que possui efeito fitotdxico (Inderjit et al. 2008, Favaretto 2018) e esta
presente em diversas partes da planta, como nas folhas (Id et al. 2015) e, inclusive no tegumento
das sementes, sendo liberado em grandes quantidades, nas primeiras 24 horas apds o processo de
embebicdo (Simdes et al. 2008).

Sabe-se gque tal metabdlito pode variar em quantidade em S. virgata, de acordo com 0s
Orgaos vegetais e dentro de distintas populacdes da prdpria espécie (Simdes et al. 2008, Id et al.
2015, 1d et al. 2020). Além disso, devido & conformacdo da molécula, a mesma pode apresentar
diferentes efeitos, dependendo da condigdo experimental e da sensibilidade das espécies alvo
(Nijveldt et al. 2001). Por isso, a compreensdo do papel desses metabdlitos secundarios em

processos ecoldgicos como invasdo de plantas e interacGes vegetais, exige que sua dindmica e
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sua atividade biologica sejam estudadas em solo (Zhang et al. 2011), onde essas substancias
também entram em contato com outros organismos, podendo alterar as reacfes entre as espécies.

A comprovacdo do efeito dos metabdlitos secundarios existentes em material vegetal de S.
virgata, em ambientes experimentais ndo controlados, pode ajudar a compreender melhor como
tal espécie se adapta tdo bem aos mais diversos tipos de ambiente. Tal produgdo pode alterar a
composi¢cdo da comunidade na qual se encontra, visto que, além das caracteristicas
ecofisioldgicas, alguns autores consideram a producdo de aleloquimicos, uma vantagem na

competicdo com outras espécies (Martins et al. 2006, Barbosa et al. 2008).

OBJETIVO
O objetivo desse capitulo foi verificar se metabdlitos, oriundos da serapilheira de S. virgata,
perduram no solo em condic¢des ndo controladas e podem afetar o desenvolvimento de outras

espécies vegetais com as quais co-ocorre.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo do material bioldgico

Foram coletados frutos maduros de trés populacées de S. virgata, nas quais foi detectada a
presenca do aleloquimico (+)- catequina no material vegetal e coletados frutos maduros de outras
trés populacdes, nas quais ndo foi detectada a presenca do aleloquimico, nas partes vegetais da
planta em questdo. Todas as populacfes estdo localizadas no municipio de Lavras (MG) e a
caracterizacdo dessas foi baseada em estudos preliminares (Id et al. 2015), dos quais esta tese faz
parte. Essa caracterizacao prévia foi realizada a partir de material foliar dessas populacdes.

As trés populacOes de S. virgata produtoras de catequina estdo localizadas nas seguintes
coordenadas geograficas: S 21°13' 35" W 45°00' 24" (local 1), S21°13' 27" W45° 00" 23" (local
2),S21°13' 16" W45°00' 33" (local 3), enquanto que as populacdes de S. virgata ndo produtoras

de catequina estdo localizadas nas coordenadas geogréaficas: S21° 12' 33" W45° 02' 07" (local
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4), S21° 15" 17" W45° 00" 46" (local 5), S21° 15' 25" W45° 00' 40" (local 6), como visto na

figura 4.

Figura 4: Pontos georreferenciados dos locais onde foram coletados frutos de Sesbania virgata,

em Lavras, no Estado de Minas Gerais (Fonte: Google Earth).

Apos coletados, os frutos foram levados para o Departamento de Ciéncias Florestais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram beneficiados com auxilio de martelo de
borracha e de sacos de rafia. As sementes foram entdo separadas dos frutos quebrados com
auxilio de peneiras e utilizadas para a formacao de dois lotes, de acordo com sua procedéncia: o
lote de sementes oriundas de populacfes produtoras de catequina (PC) e o lote de sementes
oriundas de populac¢des ndo produtoras de catequina (NC). O material foi armazenado em camara
a 5°C, até o inicio das andlises.

Germinacao e desenvolvimento de Sesbania virgata

Os lotes de sementes de S. virgata citados no item acima foram escarificados manualmente
com auxilio de lixa (folha P60) e em seguida foram semeados em vasos com 25 L, preenchidos

pela metade, contendo substrato comercial (Flores e Folhas-ABC Garden®). Esses vasos foram
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depositados em dois canteiros, situados na &rea da Unidade de Pesquisa e Tecnologia em
Sementes, um sombreado com sombrite a 50% e outro a pleno sol. Cada tratamento de pleno sol

e de sombreamento contou com 40 vasos cada, sendo 20 provenientes do primeiro lote (PC)

e outros 20 do segundo lote (NC) (Figura 5).

Figura 5: Mudas de Sesbania virgata, de ambas as procedéncias, semeadas em canteiros a pleno

sol (esquerda) e semeadas em canteiros sombreados com sombrites (direita).

Foi constituido um fatorial 2x2 (populacdo x ambiente). Foram, entdo, definidas 5
repeticdes para cada tratamento, tendo 4 unidades (vasos) em cada repeticdo. O delineamento

adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), como esquematizado na figura 6.
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. Vasos com plantas com produgdo de catequina

. Vasos com plantas sem produc¢do de catequina

- Canteiro sombreado (50%)

I:l Canteiro a pleno sol
Repeticdo

3 Numero da repeti¢cdo
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Figura 6: Esquema, mostrando o ensaio realizado em dois canteiros, representados pelos
retangulos externos, sendo branco, o canteiro a pleno sol e o cinza, o canteiro sombreado. Os
retdngulos menores representam as repeticdes sorteadas e as cores dos vasos representam os lotes

PC (vermelho) e NC (azul). A numeracéo indica a repeticao.

No primeiro més ap06s a semeadura (setembro de 2018), 0 processo germinativo das plantas
de S. virgata foi avaliado diariamente, até que a germinagdo cessasse, propiciando no final, a
obtencdo dos valores de porcentagem de germinacdo (%G)e do indice de velocidade de
emergéncia (IVE) (Maguire 1962), considerando a emergéncia da parte aérea das plantulas como
a constatacdo da germinacdo. Dados de altura e de diametro do colo foram obtidos para a
avaliacdo do desenvolvimento das plantas de S. virgata, a partir do segundo més apds a
semeadura e durante um periodo de 16 meses (outubro de 2018 a janeiro de 2020).

Quantificacdo de catequina em amostras de solo

Apo6s 0s 16 meses de experimento, foram coletadas amostras de solo, dos vasos utilizados
no ensaio descrito acima. Essa coleta foi realizada com 10 cm de profundidade, mensurado com
régua milimétrica, sendo retirada uma amostra por vaso. As amostras foram sorteadas
aleatoriamente e coletadas de dois individuos, de cada uma das cinco repeti¢fes, para cada
tratamento. Amostras de 1 g de solo foram armazenados em tubos Eppendorf estéreis, aos quais
foi adicionado 1 mL de metanol 100%. Esse material foi brevemente agitado em vortex com
velocidade méxima, sedimentado por centrifugacdo durante 10 minutos a 13000 rpm e, ap0s esse
procedimento, o sobrenadante foi coletado e armazenado para analise em cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC) (Inderjit et al. 2008).

Para tal esses materiais coletados foram filtrados em filtros Millipore de 0,45 pm e
aplicadas aliquotas de 20 pL em coluna C18 em sistema de HPLC Varian®, sendo a separacao
feita com agua e MeOH acidificados com 0,1% de acido acético (20% a 100% de MeOH, vazéo
de 0,8 mL min?). A deteccdo foi realizada no comprimento de onda de 280 nm. Utilizou-se (+)-

Catequina (Sigma) para construgédo da curva padrdo em concentracdes distintas para deteccao e
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quantificacdo das amostras (Simdes et al. 2008, Inderjit et al. 2008). Obteve-se a seguinte
equacéo para a quantificagdo: Y=6E+06X-8E+06; R?= 0,96.

Desenvolvimento inicial de espécies arbdreas co-ocorrentes com S. virgata

Foram selecionadas espécies arboreas nativas co-ocorrentes com S. virgata, com base em
levantamento floristico realizado por Id et al. 2020, no qual foi definido um raio de 10 metros a
partir das populagdes conhecidas de S. virgata. A partir desta relagdo, foram selecionadas duas
espécies que dispunham de sementes recém-colhidas e com reconhecida qualidade, disponiveis
no banco de germoplasma do Nucleo de Pesquisa em Sementes, do Instituto de Botanica. Foram
adotadas: Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze e Peltophorum dubium (Spreng.), que sao
classificadas, respectivamente, como pioneira e secundaria, dentro da sucessdo ecoldgica
(Ferreira et al. 2007).

As sementes das espécies arbdreas co-ocorrentes com S. virgata, foram semeadas nos
mesmos vasos que continham as plantas de S. virgata, isto é, os tratamentos e as repeticdes, em
fatorial, foram os mesmos utilizados para o plantio das sementes de S. virgata. Também foram
utilizados outros 20 vasos, para semear as sementes dessas espécies, nas duas condigdes
ambientais de pleno sol e de sombreamento, porém sem a presenca de mudas
de S. virgata, representando o tratamento controle dessas espécies (Figura 7). Para cada
tratamento (controle e vasos com mudas de S. virgata), foram depositadas uma semente de cada

espécie teste.
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Figura 7: Plantulas de P. dubium (seta vermelha) e de M. bimucronata (seta azul) em vasos do

tratamento controle (A) e em vasos contendo plantas de S. virgata (B e C).

Foram coletados dados do indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Maguire 1962) e
dados da porcentagem de germinacdo (%G), para se avaliar 0 processo germinativo dessas
espécies, durante o primeiro més apos a semeadura (abril/2019). Para observar o efeito do contato
dessas espécies com material foliar senescente de S. virgata (Figura 8), foi avaliado a partir do
oitavo més apds a semeadura de S. virgata (maio/2019), o desenvolvimento inicial das plantas
dessas duas espécies, através da coleta de dados referentes a altura e ao didametro do colo das
mesmas. Os dados foram coletados mensalmente, durante nove meses, ou seja, de maio de 2019

a janeiro de 2020.
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Figura 8: Plantas de S. virgata no inicio da queda foliar (A, seta amarela) e plantas de S. virgata,
totalmente desfolhadas (B, seta azul), com as espécies testes nos vasos (seta vermelha).

Os dados coletados, tanto das espécies alvo como das sementes e mudas de S. virgata foram
analisados, utilizando o programa de estatistica SISVAR 5.1 (Ferreira 2010). Os dados foram
analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p <0,05). Para a expressdo do desenvolvimento ao longo do tempo, foram ajustadas

equagdes de regressdo, expressas sobre as linhas, com os respectivos valores de R?.

RESULTADOS
Processo germinativo das sementes de S. virgata e das espécies arbdreas
Sesbania virgata

Ao analisarmos os resultados referentes a porcentagem de germinacéo (%G) das sementes
de S. virgata dos lotes PC e NC, nas duas condi¢es ambientais, foi possivel verificar que as
sementes germinaram integralmente e ndo diferiram estatisticamente (Tabela 1).

Ainda na tabela 1, pode-se observar que o indice de velocidade de emergéncia (IVE) dos
individuos de S. virgata, pertencentes aos lotes PC e NC, apresentou resultado similar ao da
porcentagem de germinacdo, no qual ndo houve interferéncia dos tratamentos de pleno sol e de

sombreamento e nem diferenca entre os préprios lotes dentro da mesma condi¢do ambiental.
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Tabela 1: Valores médios referentes a porcentagem de germinacdo (%G) e ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), de sementes de S. virgata oriundas das populagdes produtoras
de catequina (PC) e das populac¢@es ndo produtoras de catequina (NC), semeadas em condigdes
de pleno sol (PS) e de sombreamento (SB).

Ambiente
Procedéncia PS SB
%G
n PC 100aA 100aA
L
O
O
<
-
= NC 100aA 100aA
(@]
o
IVE
n PC 0,08125aA 0,0803aA
L
O
O
<
-
2 NC 0,09095aA 0,08595aA
(@]
o

Obs: Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade. Letras minasculas, na linha, comparam os ambiente dentro de uma determinada

procedéncia, e letras maidsculas, na coluna, comparam as procedéncias dentro de um dado ambiente.
Peltophorum dubium

Foi observado que as sementes de P. dubium apresentaram germinacéo eficiente, com
valores médios entre 75 e 100% (Tabela 2). A porcentagem de germinacdo de P. dubium foi
analisada de acordo com a interferéncia do ambiente nos tratamentos contidos nos vasos e da
interferéncia desses tratamentos dentro de uma mesma condic¢do ambiental. Em ambos os casos
nédo houve diferenca significativa na porcentagem de germinacao para essa espécie.

Em relacdo aos dados referentes ao IVE de P. dubium (Tabela 2), verificou-se que para os
tratamentos das procedéncias dos vasos alocados a pleno sol, ndo houve diferenca significativa.
Porém, comparando-se as procedéncias dentro da condi¢do de sombreamento, foi possivel
observar diferenga estatistica no IVE das sementes de P. dubium dos vasos controle, dos vasos

dos lotes NC e dos vasos do lotes PC, nos quais foram constatados que as plantulas dos vasos de
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ndo produtoras de catequina germinaram mais rapido que as plantulas do controle e que as
plantulas dos vasos de produtoras de catequina.

J& quando comparadas dentro das duas condi¢Ges ambientais, observou-se que as sementes
de P. dubium, germinadas nos vasos contendo mudas do lote NC, tiveram um aumento
significativo no IVE, de 0,109 nas sementes germinadas a pleno sol, para 0,163 para as sementes
de P. dubium germinadas na condi¢cdo de sombreamento. Para as outras duas procedéncias ndo
foram detectadas mudancas significativas entre as duas condi¢cdes ambientais.

Mimosa bimucronata

Sobre o processo germinativo de M. bimucronata (Tabela 2), notou-se que tanto a
porcentagem de germinacdo quanto o indice de velocidade de emergéncia, das sementes
germinadas sob a condicdo de pleno sol, foram afetados negativamente, quando colocadas em
vasos contendo mudas de S. virgata, em relacdo ao grupo controle. Foram registrados valores de
55 e 65%, nas sementes germinadas nos vasos dos lotes PC e NC, enquanto a germinacdo do
vaso controle foi de 95%.

O ambiente de semeadura também mostrou interferéncia significativa na porcentagem de
germinacdo das sementes de M. bimucronata, germinadas nos vasos contendo mudas do lote PC,
no qual se registou os valores de 55% a pleno sol e de 95% no sombreamento. O mesmo ocorreu
para as sementes de M. bimucronata, nos vasos contendo o tratamento do lote NC, com o registro
dos valore de 65% a pleno sol e de 95% no sombreamento. Para o tratamento controle, essa
variavel ndo sofreu interferéncia da condi¢do ambiental.

Quanto ao IVE, notou-se que, dentro da mesma condi¢cdo ambiental, a procedéncia dos
lotes interferiu nesse parametro, ou seja, foram registrados diferentes valores significativos para
as sementes germinadas tanto nos vasos dos lotes PC e NC. Ao ser analisada a influéncia da
condicdo de pleno sol e de sombreamento, também foram observadas diferencas estatisticas

dentro dos lotes PC e NC e do tratamento controle.
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Tabela 2: Valores médios referentes a porcentagem de germinacdo (%G) e ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), das duas espécies arboreas testadas (Peltophorum dubium e
Mimosa bimucronata), semeadas em vasos contendo plantas de S. virgata, oriundas das
populacdes produtoras de catequina (PC), plantas de S. virgata oriunda das popula¢es nédo
produtoras de catequina (NC) e em vasos sem plantas de S. virgata (Controle), em condicdes de

pleno sol (PS) e de sombreamento (SB).

P. dubium Ambiente
Procedéncia PS SB
%G
© PC 80aA 75aA
% NC 80aA 100aA
§ Controle 85aA 80aA
IVE
. PC 0,128aA 0,098aA
% NC 0,109aA 0,163bB
§ Controle 0,103aA 0,101aA
M.bimucrotata PS SB
%G
o PC 55aA 95bA
% NC 65aA 95bA
§ Controle 95aB 95aA
IVE
Ko PC 0,093aA 0,174bA
% NC 0,125aA 0,186bA
§ Controle 0,187aB 0,241bB

Obs: Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Para cada espécie, letras mintsculas, na linha, comparam os ambientes dentro de uma dada

procedéncia, e letras mailsculas, na coluna, comparam as procedéncias dentro de um dado ambiente.

88



Quantificacdo de (+)- catequina no solo

Com os dados obtidos a partir dos cromatogramas gerados pelo HPLC Varian®, foi
possivel perceber que no solo onde estavam alocadas as plantas de S. virgata pertencentes as
populacBes produtoras de catequina (lote PC), a quantidade do metabolito encontrado diferiu
entre as condigdes ambientais utilizadas. Na condic¢do de pleno sol, o solo coletado dos vasos
contendo mudas do lote PC, apresentou uma maior quantidade de (+)-catequina do que a
quantidade observada para esse mesmo lote, porém na condicdo de sombreamento. Para solo
oriundo dos vasos com mudas do lote NC, a quantidade do metabdlito também diferiu entre as
condigdes ambientais, sendo uma maior quantidade também encontrada na condicdo de pleno
sol. Nota-se que apesar da diferenca entre as condi¢cdes ambientais, a diminuigéo de (+)-catequina
no solo coletado do lote NC na condicao de pleno sol em relagdo a condigdo de sombreamento,

néo foi tdo expressiva quanto as diferencas encontradas no solo do lote PC.

30000

25000 A

20000

15000

10000+

5000 -
0
Populagio PC | Populagiio NC | Populagio PC | Populagio NC

Pleno Sol Sombra
Tratamentos

Catequina por g de solo (ng/g)

Figura 9: Quantificagdo de catequina por HPLC (A=280 nm) em aliquotas de metanol, obtidas da
extragéo de solo, que continham as plantas de Sesbania virgata, oriundas dos dois lotes obtidos

no municipio de Lavras, MG.
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Desenvolvimento de S. virgata e das espécies arboreas

Sesbania virgata

De acordo com a figura 10, foi possivel observar que as mudas de S. virgata oriundas do
lotes PC e NC, tiveram um crescimento gradual no tratamento de pleno sol, ao longo dos 16
meses de avaliacdo (Figura 10A e 10B, respectivamente). Quando observados os dados referentes
ao didmetro do colo das mudas, de ambos os lotes e também expostas ao tratamento de pleno sol,
notou-se que os valores médios de diametro do colo das plantas do lote PC (Figura 10C) sofreram
uma queda abrupta entre os dois Gltimos meses, enquanto, para esse mesmo periodo, o valor
médio do didmetro dos individuos do lote NC (Figura 10D) foi aumentado.

Quando observado o desenvolvimento das mudas de S. virgata, de ambos os lotes, na
condicdo de sombreamento, notou-se que inicialmente, o crescimento em altura (Figura 10A e
10B) foi similar aos registros encontrados para a mesma variavel, na condi¢do de pleno sol. Esse
crescimento se manteve estavel até o décimo més, a partir do qual os valores médios de altura
das mudas dos lotes PC e NC, tiveram um decréscimo gradativo até o final de avaliacdo do
experimento.

Tal comportamento de desenvolvimento também foi verificado através dos dados coletados
referentes ao didmetro dessas mudas (Figura 10C e 10D), no qual observou-se que ap6s o periodo

de estagnacdo e por volta do 11° primeiro més, os valores médios de diametro decairam.

90



----PLENO 30L — — -SOMBREAMENTO A ----PLENO 50L — - — S0OMEREAMENTO B
y=-04442x +12689x + 11,703
120 - - Ri= 09721 120 -
T . y=-04709x2 +12,991x + 4,88
L —— - 100 B2=10.9650 -
F 80 4 e F80d 0 e -
E« f" __--’f\ i -"’” =t
g 60 4 L= \\ = 60 s )
2 "4==—D:932.3x3 +13.809x + 36384 \ E _:f,},=_0:gljjxl +13837x + 10211
2 40 1 J’.v R:= 0:3163 A\ 2 40 1 o ::' R2=10,7380 ‘u
s E e =
zo-’/ o - - 204 Z--7
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 0 10 11 12 13 14 15 16
Meés Meés
2 ====PLENO SOL - = - S30MBREAMENTO C —-===PLENO S0OL — - —S0MEREAMENTO D
s 7 20 -
18 v=-0033 +12601x +3,0748 ,:\\ 18 4 '
1= - _ /
161 R?=0.500 PR = 16 1 ¥=-0014851 + 09284z +38139
g144  eee- ‘ ' 2 14 R =089 g
Y 12 4 N =124 pmmmemm=TT !
| =S - e =1 L pamm===="T
g 101 Joteel $ 109 b
= B A 1_——" - E g I"
a e —— -7 N B o = e e m ==
6_;/ .__a’-. N A 1 ,"'.-"‘""--F ‘.
41 - y=-00784x2 + 12836x% + 13204 » 41z - y=-00804x2 +12232x +1,7413 \
2 A R*=1,7359 N - 2 1 RZ=107295 el -
1 2 3 4 35 6 7 % 9 10 11 12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Més Meés

Figura 10:Valores médios de altura (cm) e de didmetro (mm), das mudas de S. virgata,
provenientes das sementes dos lotes PC (A e C) e dos lotes NC (B e D), em condi¢es ambientais
de pleno sol (linha vermelha) e de sombreamento (linha azul). Os dados foram coletados

mensalmente, durante 16 meses, de outubro de 2018 a janeiro de 2020.

A respeito das quedas dos valores de altura e diametro das plantas de S. virgata, nos
ultimos meses de experimento, pode-se dizer que esse comportamento € explicado pela
mortalidade das plantas nos respectivos tratamentos. As plantas pertencentes aos lotes PC e NC
na condigdo de sombreamento foram as que obtiveram maiores taxas de mortalidade, acima de
70% nos Gltimos meses. Ja as plantas dos mesmos lotes, porém na condicdo de pleno sol, ndo
apresentaram altas taxas, sendo que as plantas oriundas do lote NC ndo apresentaram mortalidade

e as plantas oriundas do lote PC ndo ultrapassaram 30% dessa variavel (Figura 11).
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Figura 11: Valores médios de mortalidade (%) das mudas de S. virgata, na condi¢do de pleno
sol (A e B) e na condi¢do de sombreamento (C e D), provenientes dos lotes PC e dos lotes NC,

respectivamente. Os dados foram coletados mensalmente, de agosto de 2019 a janeiro de 2020.

Na média geral, conforme apresentado na Tabela 3, considerando as duas procedéncias, o
ambiente a pleno sol propiciou maior desenvolvimento para as mudas quando comparado ao
sombreamento. No que diz respeito as médias gerais de altura entre as procedéncias, verificou-
se que ambas as procedéncias apresentaram valores similares (64,62 e 65,35 cm para PC e NC,
respectivamente).

Analisando mais detalhadamente os dados finais (janeiro/2020), sobre o desenvolvimento
das mudas de S. virgata, foi possivel observar que o fator da condicdo ambiental causou
diminuicdo significativa do valor médio de altura, para as plantas do lote PC, cultivadas a pleno
sol (105,04 cm) em relacdo as plantas pertencentes ao mesmo lote, cultivadas na condicdo de
sombreamento (24,2 cm) (Tabela 3).

O mesmo padréo de reducdo significativa foi observado para as mudas de S. virgata
pertencentes ao lote NC, sendo a média de altura das plantas a pleno sol de 98,90 cm, engquanto
a médias para altura das plantas no sombreamento foi de 31,8 cm. Foi observado também que a

procedéncia dos lotes das sementes de S. virgata, dentro da mesma condi¢do ambiental, ndo
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causou efeitos significativos no desenvolvimento das plantas, como ocorreu com a condi¢do
ambiental.

Para a varidvel diametro do colo (Tabela 3), observou-se que o valor médio desse
parametro, para as mudas pertencentes ao lote PC, foi de 10,8 mm, enquanto para as mudas do
lote NC foi de 8,18 mm, n&o ocorrendo diferenca estatistica entre os lotes. Enquanto, quando
comparados entre as condi¢cbes ambientais, foi visto que a condic¢do de pleno sol proporcionou
maiores valores de didmetro do que a condi¢do de sombreamento, sendo as plantas a pleno sol
com didmetro 8 vezes maior do que as plantas no sombreamento.

Quando analisada a condigdo ambiental, foi observado que as mudas dos lotes PC
apresentaram valores médios de didmetro do colo significativamente diferentes, sendo registrado
um valor 7 vezes maior a pleno sol em relacdo ao valor obtido na condi¢do de sombreamento.
Para as de mudas oriundas do lote NC, a diferenca estatistica foi encontrada para os valores
médios de didmetro, o qual foi registrado em 18,05 mm para as mudas alocadas na condicao de
pleno sol e 2,158 mm para as mudas situadas na condi¢cdo de sombreamento.

Tabela 3: Valores médios de altura (cm) e de didmetro (mm), das plantas de S. virgata, oriundas
dos lotes PC e NC, obtidos da interagdo com os tratamentos, em condi¢fes ambientais, de pleno

sol e de sombreamento. Dados referentes ao Gltimo més de ensaio (Janeiro de 2020).

Procedéncia Pleno Sol Sombreamento Media da Procedéncia
Altura (cm)

@ PC 105,04aA 24,2bA 64,62a

§ NC 98,90aA 31,8bA 65,35a
Média Cond. Amb. 101,97a 28b 64,98

Diametro (mm)

A PC 14,125aA 2,237bA 10,11a

§ NC 18,055aA 2,158bA 8,18a

Média Cond. Amb. 16,09a 2,20b 9,14

Obs: Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Letras minUsculas analisam o fator ambiente dentro do fator procedéncia (linha) e letras

maiusculas analisam o fator procedéncia dentro do fator ambiente (coluna).
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Peltophorum dubium
Na figura 12, a qual ilustra o desenvolvimento de P. dubium, foi possivel notar diferencas

no crescimento das plantas da espécie, conforme a condigdo ambiental. Em relacéo a altura das
plantas de P. dubium, alocadas na condicéo de pleno sol (Figura 12A), notou-se que as mudas
encontradas em vasos contendo plantas de S. virgata do lote PC, tiveram valores mais elevados
no mesmo espagamento de tempo, em relagéo as mudas de P. dubium existentes no vasos controle
e nos vasos com plantas dos lote NC.

Notou-se também que o didmetro das mudas de P. dubium acompanhou o padrdo de
crescimento em altura dessas mudas, no qual os maiores valores de diametro encontrados foram
0s das mudas de P. dubium presentes nos vasos do lote PC, seguido pelos vasos controle e pelos
vasos com mudas de S. virgata, oriundas do lote NC (Figura 12C).

J& na condicdo de sombreamento (Figura 12B), esse comportamento foi ao contrario, no
qual, as mudas de P. dubium, que tiveram valores médio de altura mais acentuados, no mesmo
periodo, foram as que estavam nos vasos contendo plantas de S. virgata do lote NC, seguidas
pelas plantas dos vasos controle e pelas plantas que estavam nos vasos do lote PC.

Quando analisadas na condicéo de sombreamento (Figura 12D), observou-se que os valores
médios de diametro das mudas de P. dubium, registrados dentro do periodo de noves meses,
foram mais acentuados para as mudas que estavam presentes nos vasos com plantas de S. virgata,
pertencentes ao lote NC, seguidas pelas mudas existentes nos vasos do tratamento controle e nos

vasos do lote PC, assim como foi observado no crescimento em altura dessas mudas.
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Figura 12:Valores médios de altura (cm) e de diametro (mm), de Peltophorum dubium, quando
germinadas em condic6es de pleno sol (A e C) e em condicdes de sombreamento (B e D), em
vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (linha vermelha), dos lotes NC
(linha azul) e em vasos sem mudas de S. virgata (linha verde), durante o periodo de maio de 2019
a janeiro de 2020.

Observando-se o inicio e o final desse ensaio, foi possivel constatar que houve um padréao
de crescimento entre os parametros de altura e de diametro para essa espécie. Para as duas
variaveis analisadas, altura e diametro (Figura 13), ndo houve diferenca estatistica no inicio e no
final do experimento, quando os tratamentos representados pelos vasos PC, NC e controle, foram
analisados em conjunto, de acordo com a condicdo ambiental de pleno sol, 0 mesmo sendo
observado para esses tratamentos na condi¢cdo de sombreamento.

Porém, de acordo com essa mesma figura, foi possivel perceber que o fator ambiental de
sombreamento causou reducdo significativa tanto da altura como do didmetro das mudas de P.
dubium, alocadas nos vasos contendo mudas de S. virgata, pertencentes ao lote PC. No primeiro
més avaliado, a condi¢do ambiental diminuiu a altura de P. dubium dos vasos PC, de 6,15 cm,
do pleno sol para 2,35 cm, do sombreamento e no Gltimo més, de 23,85 cm para 9,75 cm,

respectivamente. Em relacdo ao didmetro, também foi encontrada essa reducdo significativa no
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primeiro més, registrada em 0,87 mm para a condicdo de pleno sol, e 0,63 mm para o

sombreamento e no Gltimo més, de 6,32 mm para 4,26 mm, respectivamente.
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Figura 13: Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e diametro (mm), de
Peltophorum dubium, quando germinadas em condi¢6es de pleno sol (PS) e em condicGes de
sombreamento (SB), em vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (PC),
dos lotes NC (NC) e em vasos sem mudas de S. virgata (C). Os valores séo referentes ao inicio
(Maio/2019) e ao final (Janeiro/2020) do ensaio. Letras mindsculas comparam a interferéncia do
ambiente dentro do fator procedéncia (PC, NC e C), por més e letras mailsculas comparam a

interferéncia do fator procedéncia dentro do fator ambiente (PS e SB), por més.
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Mimosa bimucronata
Analisando o desenvolvimento das mudas de M. bimucronata (Figura 14), presentes nos

vasos contendo mudas de ambas as procedéncias, foi possivel observar que, em relacédo & mudas

do tratamento controle, os valores médios de altura de M. bimucronata apresentaram crescimento

elevado e gradual, sendo esse crescimento mais acentuado para as mudas nos vasos do lote NC

e em condicdo de pleno sol (Figura 14A), em relacdo aos valores encontrados para 0S mesmos

tratamentos e no mesmo periodo, na condi¢do de sombreamento (Figura 14B).

O mesmo foi observado para os valores médios de didmetro dessa espécie quando

comparados entre os tratamentos e entre as condi¢des ambientais (Figura 14). Na condicao de

pleno sol, observou-se um aumento gradativo do didmetro, no periodo avaliado, sendo maior

para as mudas nos vasos do lote NC (Figura 14C). Na condicdo de sombreamento, esse

comportamento de crescimento também foi observado (Figura 14D), porém de forma menos

acentuada, quando comparada com as mudas cultivadas a pleno sol. Observando-se 0s eixos dos

graficos da figura 14, notou-se que os valores médios de altura e de didmetro de M. bimucronata,

para os trés tratamentos, foram mais elevados na condigédo de pleno sol.
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Figura 14:Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e diametro (mm), de Mimosa
bimucronata, quando germinadas em condicdes de pleno sol (A e C) e em condigdes de
sombreamento (B e D), em vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (linha
vermelha), dos lotes NC (linha azul) e em vasos sem mudas de S. virgata (linha verde), durante

o0 periodo de maio de 2019 a janeiro de 2020.

Tanto para altura como para didametro (Figura 15), ndo houve diferenca estatistica no més
inicial e no més final do ensaio, quando os tratamentos dos vasos PC, NC e controle foram
analisados individualmente dentro dos fatores de condicdo ambiental.

Ja em relacdo a a altura e ao diametro, do més inicial, os tratamentos representados pelos
vasos dos lotes PC e NC e pelos vasos do controle, tiveram efeitos significativos quando
comparados em conjunto, dentro da mesma condi¢do ambiental (Figura 15). No caso, para a
condicdo de pleno sol, no més de Maio de 2019, os valores de altura registrados foram 8,02 cm,
12,1 cme 4,8 cm, para as mudas de M. bimucronata dos vasos do lote PC, do lote NC e controle,
respectivamente.

Para o diametro, nesse mesmo periodo e nessa mesma condicdo ambiental, foram
registrados os valores de 0,58 mm, 0,90 mm e 0,49 mm, para as mudas dos vasos do lote PC, do
lote NC e controle, respectivamente.

O mesmo efeito significativo foi observado para o Ultimo més do ensaio (Janeiro de 2020),
no qual o fator da procedéncia dos lotes interferiu nos valores encontrados dentro da mesa
condicdo ambiental. Para a altura das mudas de M. bimucronata, foram encontrados os valores
médios de 66,85cm, 118,85cm e 33,15 ¢cm para os individuos dos vasos do lote PC, NC e
controle, respectivamente, quando alocados em condicéo de pleno sol.

Da mesma forma, para o diametro das mudas dessa espécie arbdrea, foram registrados 0s
valores médios de 6,86 mm, 12,84 mm e 3,0 mm para as plantas dos tratamentos do lote PC, NC

e controle, respectivamente, na condicdo ambiental de pleno sol. Os tratamentos dos lotes PC,
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NC e controle ndo demonstraram respostas significativas para altura e didmetro, quando

analisados na condic¢do de sombreamento, tanto no més inicial quanto no més final do ensaio.
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Figura 15:Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e didmetro (mm), de Mimosa
bimucronata, quando germinadas em condi¢bes de pleno sol (PS) e em condicdes de
sombreamento (SB), em vasos contendo mudas de S. virgata, provenientes dos lotes PC (PC),
dos lotes NC (NC) e em vasos sem mudas de S. virgata (C). Os valores séo referentes ao inicio
(Maio/2019) e ao final (Janeiro/2020) do ensaio. Letras minusculas comparam a interferéncia do
ambiente dentro do fator procedéncia (PC, NC e C), por més e letras mailsculas comparam a

interferéncia do fator procedéncia dentro do fator ambiente (PS e SB).
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DISCUSSAO

A germinacdo € um fenémeno fisiolégico que se inicia com a entrada de 4gua na semente
e culmina na protrusdo da radicula, sendo a fase mais vulneravel e crucial na historia de vida das
plantas (Sousa-Silva et al. 2001, Ferreira e Borghetti 2004, Nonogaki et al. 2010). Essa processo
pode ser influenciado pelas condi¢bes de umidade, temperatura, substrato, luz e patdégenos
(Schmidt 2000). Esses fatores, em geral, sdo pouco controlados em experimentos realizados em
campo, como foi o caso desse estudo. Porém, assim como foi observado através dos dados
coletados sobre o processo germinativo de S. virgata, P. dubium e M. bimucronata, tais variaveis
n&o interferiram nesse processo e nem na avaliacdo dos resultados obtidos, perante os tratamentos
aqui utilizados.

Caracteristicas da prépria semente também podem influenciar na germinacdo, como a
presenca de dorméncia (Rosseto et al. 2009). As sementes de espécies do
género Sesbania apresentam diferentes niveis de dorméncia (Camargos et al. 2008). Ha relatos
na literatura de que sementes da espécie S. virgata apresentam dorméncia tegumentar (Silva et
al. 2011, Costa et al. 2018, Langat e Maina 2018), o que foi observado no momento da coleta
das sementes de S. virgata utilizadas nesse estudo.

Dessa forma, a germinacdo de S. virgata pode ser comprometida sem a ruptura do
tegumento, visto que € assim que ocorre a entrada de dgua e/ou gases para o embrido (Carvalho
e Nakagawa 2000, Baskin e Baskin 2004). O rompimento manual do tegumento das sementes de
S. virgata, realizado no presente trabalho com o auxilio de lixa, durante os procedimentos
metodoldgicos, favoreceu 0s processos que garantiram sua germinacdo absoluta, observada nos
dados obtidos para a espécie, independente da condicao experimental utilizada.

Essa constatagdo também foi verificada no trabalho realizado por Silva et al. (2011) com
sementes de S. virgata, no qual o processo de quebra de dorméncia garantiu germinacao de 100%

e um alto indice de velocidade de germinagdo das sementes de S. virgata. Sobre os bons indices
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de velocidade de germinagéo encontrados para S. virgata, tanto na condicdo de pleno sol, como
na condi¢do de sombreamento, Marcos Filho (2005) menciona que a rapidez da germinagao é
determinada principalmente pela velocidade de embebicdo, a qual € aumentada quando se rompe
0 tegumento da semente, o que também garantiu a uniformidade nesse processo.

A espécie S. virgata é classificada como pioneira, isto €, grupo ecolégico para o qual a
qualidade da luz e da temperatura do solo sdo fundamentais para a germinagédo e o
desenvolvimento em ecossistemas florestais (Orozco-Segovia et al. 1987). De acordo com 0s
altos indices de desenvolvimento das plantas de S. virgata a pleno sol, encontrados nesse
trabalho, sabe-se que a incidéncia solar no solo, dependente da estrutura do dossel, pode
influenciar diretamente na regulacdo de mecanismos de germinacdo, no estabelecimento de
plantulas e desenvolvimento de plantas (Maciel et al. 2002, Decker et al. 2011). Ou seja, as
condicdo ambientais aplicadas e 0 grupo ecoldgico ao qual pertence S. virgata, podem explicar
0 notdrio desenvolvimento observado nas mudas de S. virgata a pleno sol, em compara¢do com
as mudas da espécie alocadas em condicdo de sombreamento, ao longo do tempo e independente
da procedéncia.

Em relacdo aos maiores valores finais de desenvolvimento a pleno sol de S. virgata, assim
como o maior desenvolvimento ao longo do tempo nesta condicdo, quando comparadas com as
mudas alocadas na condicdo de sombreamento, Chaves et al. (2003) mencionam que este
comportamento aliado a sua facilidade de propagacéo, no que se refere as altas taxas germinativas
(como também observado neste estudo) e de crescimento, conferem a espécie diversas vantagens,
0 que justifica seu potencial para utilizacdo em programas de recuperacao de areas degradadas.

Apesar de também ser uma planta pioneira, M. bimucronata (Ferreira et al. 2007)
apresentou melhores indices dos parametros utilizados para avaliar 0 processo germinativo na
condicdo de sombreamento e nos vasos utilizados para tratamento controle, isto é, nos vasos sem

mudas de S. virgata. Pode-se supor que, quando em contato com as mudas mais vigorosas de S.
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virgata, as sementes de M. bimucronata tiveram seu processo germinativo reduzido,
provavelmente pelo fato dessas mudas mais desenvolvidas de S. virgata terem maior capacidade
de produzir metabdlitos secundéarios, capazes de afetar a germinacdo de M. bimucronata. Os
dados referentes a quantificacdo de catequina, nos quais foram detectadas maiores quantidades
desse metabdlito na condi¢do de pleno sol, corroboram os dados encontrados a respeito do
desenvolvimento de S. virgata.

Visto os dados apresentados para o alto desenvolvimento de mudas de S. virgata, pode-se
dizer que o desenvolvimento das espécies em diferentes condi¢des luminosas € relacionado a sua
capacidade em modificar os seus padrdes de desenvolvimento em resposta as condi¢bes de luz
(Oliveira e Gualtiere 2011). E para isso, Zanella et al. (2006) afirmam que a adaptacédo das plantas
ao ambiente de luz depende de seu sistema fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental
seja empregada de maneira mais eficiente possivel, sendo as respostas dessa adaptacdo refletidas
no desenvolvimento total da planta. Por consequéncia, como visto por Castro et al. (2003), a luz
age no desenvolvimento das plantas, interferindo no processo fotossintético e assim, no
metabolismo secundario.

De acordo com essas informac@es, pode-se supor que as diferentes intensidades luminosas,
causadas pelas condicGes experimentais de pleno sol e de sombreamento, alteraram as taxas de
crescimento de S. virgata, podendo ter ocorrido interferéncia no metabolismo fotossintético e
consequentemente, na producdo dos metabdlitos secundarios, como visto na quantificacdo de
(+)- catequina.

Sobre essa possivel interferéncia, existe uma correlagdo positiva ja estabelecida na
literatura em relacdo a condicdo luminosa e a produgdo de compostos fenolicos, principalmente
os flavonoides (Tattini et al. 2004, Morais 2009, Agati et al. 2011), classe de compostos quimicos
a qual pertence o metabdlito catequina, encontrado me 6rgaos vegetais de S. virgata, como folhas

e sementes e que apresenta potencial alelopatico (Simdes et al. 2008, Id et al. 2015), o que
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evidencia a presenca de metabolitos secundérios, oriundos do material vegetal de S. virgata, nos
vasos onde foram alocadas as sementes de M. bimucronata e P. dubium.

O efeito da reducdo no processo germinativo de M. bimucronata, quando em contato com
mudas de S. virgata bem desenvolvidas, pode estar relacionado ao contato com as substancias
provenientes do material foliar de S. virgata, caracterizando um efeito alelopéatico. De acordo
com Felix et al. (2007), uma das principais formas pelas quais substancias vegetais com
propriedades alelopaticas afetam outras plantas pode ser a inibicdo da germinacéo.

Quando passam por processos de reidratacdo, as sementes ddo inicio a etapa germinativa,
sofrendo répidas mudangas fisiologicas e se tornando altamente sensiveis ao estresse ambiental.
Assim, juntamente com a agua, podem penetrar essas substancias alelopaticas capazes de inibir
ou retardar a multiplicacdo ou o crescimento das células, retardando a germinacgdo (Wandscheer
e Pastorini, 2008), que € o que pode ter ocorrido com as sementes de M. bimucronata, nas etapas
iniciais do processo germinativo da espécie, quando em contato com substancias oriundas das
plantas de S. virgata.

Outros trabalhos realizados pelo grupo no qual esse estudo esta inserido também
evidenciam a acdo alelopatica de metabolitos de S. virgata sobre o processo germinativo de
outras especies vegetais. Coelho (2014) demonstrou que sementes de tomate co-germinadas com
S. virgata tiveram a germinacdo negativamente afetada, havendo reducdo da velocidade do
processo. Ainda sobre o efeito negativo de substancias exsudadas por sementes de S. virgata,
Mignoni et al. (2017) verificou que, em experimentos de co-germinacdo com sementes de
sesbania e leucena, as substdncias exsudadas pelas sementes de S. virgata afetaram
negativamente a germinacdo e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) de leucena. Esses
estudos reafirmam o efeito fitotdxico de substancias oriundas de S. virgata, o que pode ter gerado

os efeitos inibitorios nas espécies arboreas utilizadas nesse trabalho.
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Em ensaios realizados por Id et al. (2020), foi verificado a interferéncia negativa no
processo germinativo de sementes de M. bimucronata, quando em contato com extratos aquosos
de sementes de S. virgata e com aplicacdo de extratos produzidos com catequina comercial,
demonstrando a sensibilidade da espécie testada a esses metabdlitos, o que, juntamente 0s
trabalhos citados acima, explicam os valores alterados para a germinagdo de M. bimucronata no
presente estudo.

Sobre os maiores indices de desenvolvimento de M. bimucronata, obtidos na condicao de
pleno sol, as diferentes condi¢6es de luminosidade ocasionam, em geral, variacdes morfolégicas
e fisioldgicas na planta, com o grau de adaptacgdo ditado por caracteristicas genéticas em interagdo
com seu ambiente, sendo as consequéncias das diferencas de intensidade de luz significativas no
crescimento da planta (Scalon et al. 2003). Esse bom desempenho no desenvolvimento de M.
bimucronata na condi¢do de pleno sol condiz com seu comportamento como espécie pioneira
(Ferreira et al. 2007), se adaptando melhor a essas condi¢des experimentais.

Ja seu melhor desenvolvimento nos vasos do lote NC em comparacao com os vasos do lote
PC, pode ser explicado pelos fatores ja mencionados a respeito do maior desenvolvimento das
mudas de S. virgata pertencentes ao lote PC a pleno sol, no qual constatou-se que essas mudas
produziram maiores quantidades de material foliar, alterando o desenvolvimento de M.
bimucronata, ja que sabe-se que tal material foliar contém aleloquimicos como a catequina. A
catequina, também encontrada no tegumento de sementes de S. virgata, € liberada em grandes
quantidades nas primeiras 24 horas de embebicdo (Simdes et al. 2008) e exerce toxicidade em
varias plantas, entretanto, a intensidade desse efeito varia de espécie para espécie e também com
as condicOes experimentais (Buta e Lusby, 1986, Weir et al. 2006), podendo a catequina oriunda
das sementes também permanecerem no solo e causar tal efeito observado.

Os niveis de (+) e (-)-catequina encontrados na rizosfera de S. virgata, assim como a

atividade fitotoxica dessa substancia no solo sdo pontos discutidos na literatura (Blair et al. 20086,
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Perry et al. 2007). De acordo com Soltys et al (2013), a catequina, substancia toxica para algumas
espécies de plantas, age no meristema radicular induzindo o aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) desencadeando diversas sinalizagfes incluindo mudangas na
expressdo génica e, por vezes, levando a morte celular do tecido e do 6rgdo. No solo, fitoquimicos
podem se combinar de varias maneiras e, embora ndo se conhega todas as suas funcdes e
substancias, as que se conhecem podem interferir fortemente no metabolismo das plantas-alvo
(Medeiros e Lucchesi 1993).

No estudo realizado por Mignoni et al. (2017), plantulas de Leucena, quando co-
germinadas com sementes de S. virgata, apresentaram reducdao no crescimento do hipocotilo,
diferencas morfoldgicas nas raizes primarias e coloracdo escura, 0 que nao ocorreu com as
plantulas do controle. Tais dados indicaram o efeito das substancias de S. virgata sobre o
crescimento dos diferentes 6rgaos, o que também pdde ser verificado nas alteracdes encontradas
nos dados biométricos utilizados no atual estudo, para se analisar o desenvolvimento inicial das
espécies arboreas selecionadas.

Id et al. (2020) também demonstraram que sementes de S. virgata liberaram altos picos de
(+)-catequina em até 24 horas ap06s o inicio do processo de embebicdo. Nesse mesmo estudo
também foi verificado em laboratdrio, que o processo de protusdo da radicula de M. bimucronata
se encerra quase que completamente em até 24 horas ap0s o inicio do processo de embebicao.
No presente estudo, tal velocidade de germinacdo pode ter exposto as sementes e por
consequéncia, as plantas de M. bimucronata as substancias presentes no solo, oriundas do
material vegetal de S. virgata.

No mesmo estudo realizado por Id et al. (2020), foi verificado que o processo germinativo
de P. dubium, ndo sofreu alteracGes significativas frente as substancias produzidas por material
vegetal de S. virgata. A respeito do IVE de P. dubium ter sido o parametro alterado durante o

processo germinativo, para as sementes alocadas nos vasos contendo mudas de S. virgata do lote
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NC e no sombreamento, sabe-se que a espécie P. dubium é classificada com uma espécie
secundaria, que tolera melhor as condi¢Ges de sombreamento (Portela et al. 2001), o que pode
justificar sua melhor velocidade de germinacéo na condi¢do de sombreamento.

Outros trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, também evidenciaram os efeitos
de exsudados de sementes de S. virgata, sob 0 processo germinativo de P. dubium. Veronesi
(2013) verificou que, em ensaio de co-germinagdo com sementes de S. virgata e sementes de
duas espécies florestais, Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong e Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub., houve alteracbes no processo germinativo dessas, porém a exsudacdo de
substancias por sementes de S. virgata durante a sua embebicdo afetou positivamente a
germinagdo de ambas as espécies. Esse trabalho também mostrou a tendéncia de aumento no
indice de velocidade de germinacdo das espécies florestais testadas.

Tais informacbes podem justificar as melhores taxas do processo germinativo de P.
dubium, registradas para as sementes alocadas nos vasos contendo mudas de S. virgata, do lote
NC, em comparacdo com o lote PC e o tratamento controle. Em relacéo a baixa influéncia dos
tratamentos apresentada na germinacdo dessa espécie, sugere-se que, apesar de muito utilizados,
parametros como porcentagem e indice de velocidade de germinacéo, sdo menos sensiveis do
gue os parametros que avaliam o desenvolvimento das plantulas, como variacdo na massa ou no
comprimento de raiz e de parte aérea (Ferreira e Aquila 2000). Além disso, 0 sombreamento
também pode induzir as espécies vegetais a desenvolver taticas de ganho de area foliar para maior
absorcéo dos raios luminosos, ou aumento de altura e de diametro. (Uchida e Campos 2000,
Alvarenga et al. 2003, Almeida et al. 2005).

Esse padréo foi observado no desenvolvimento das mudas de P. dubium, alocadas na
condig@o de sombreamento, que tiveram maior desenvolvimento nos vasos do lote NC, no quais
também se supde que os metabdlitos oriundos do material foliar de S. virgata ndo possuem

potencial inibitdrio de desenvolvimento. J& na condi¢do de pleno sol, o maior desenvolvimento
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das mudas de P. dubium foi registrado para as que estavam presentes nos vasos do lote PC, nos
quais os metabolitos produzidos pelas plantas desse lote deveriam causar algum efeito
alelopatico, como ocorreu com M. bimucronata. Quanto a isso, a resisténcia ou tolerancia aos
metabdlitos secundarios € uma caracteristica ligada a espécie, existindo aquelas mais sensiveis e
por isso, consideradas como bons pardmetros para se constatar atividades alelopaticas (Grisi et
al., 2011).

No trabalho de Id et al. (2020), também foi verificado que os dados biométricos utilizados
para mensurar o desenvolvimento inicial de P. dubium ndo sofreram alteragcbes quando suas
plantas estiveram em contato com substancias exsudadas por sementes de S. virgata, mostrando
que a espécie foi menos sensivel a esses metabodlitos. Assim como foi observado nos dados de
altura e didmetro do atual estudo

O baixo efeito dessas substancias nas sementes de P. dubium pode estar relacionado a
presenca de galactomanano em suas sementes, que além de funcionar como reserva para 0
crescimento do embrido, tem um papel fundamental no controle da entrada de agua na semente,
funcionando como uma substancia tamponante, protegendo o embrido da falta ou do excesso de
agua (Veronesi 2013). Buckeridge (2010) relata que a viscosidade do galactomanano, quando
hidratado, pode, por exemplo, representar uma barreira fisica de protecdo contra patégenos nos
estagios iniciais do desenvolvimento da plantula. Sendo assim, o fato de funcionar como um
tampdo de agua e de ser altamente viscoso, 0 galactomanano no endosperma de sementes de P.
dubium poderia também regular a entrada dos aleloquimicos oriundos de material foliar de S.
virgata, durante o desenvolvimento inicial de P. dubium, o que também pode ter impedido o
contato com tais substancias nas primeiras 24 horas de embebicdo, isto &, no inicio da
germinacéo.

A respeito dos metabolitos presentes no material foliar de S. virgata, Lobo et al. (2008)

verificaram o efeito inibitério de catequina, presente em extratos foliares de Tachigali
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myrmecophyla, na germinacdo de sementes bem como no desenvolvimento da radicula e do
hipocétilo das plantas daninhas malicia (Mimosa pudica) e mata pasto (Senna obtusifolia). Os
resultados mostraram que a catequina afetou negativamente a germinacdo das sementes das
espécies de plantas invasoras de pastagens analisadas, porém seu efeito foi mais expressivo no
desenvolvimento. Tais constatagdes demonstram o potencial inibitorio de catequina também
presente nas folhas de S. virgata e dessa forma, devido a auséncia de respostas significativas para
as mudas de P. dubium, a possivel tolerncia dessa espécie para esse metabdlito.

Os baixos ou ausentes resultados obtidos para as espécies arbdreas em contato com as
plantas de S. virgata podem ter outras possiveis explicacdes, relacionadas a propria molécula da
catequina. A estabilidade da catequina € dependente do pH, sendo que em solucéo alcalina esta
substancia é muito instavel e decompde-se em poucos minutos, enquanto em solugdo &cida, como
sdo a maioria dos solos brasileiros, ela € relativamente estavel (Zhu et al. 1997). Os flavonoéides
podem atuar de modo direto no sequestro de radicais livres, devido a reatividade do grupo
hidroxila que pode ser oxidado por radicais, resultando em uma forma mais estavel (Nijveldt et
al. 2001). Isto é, quando presente em ambientes ndo controlados podem se modificar e perder
seu potencial inibitério, o que pode explicar tais respostas encontradas nas condi¢cdes de campo
desse estudo.

Outra possivel explicacdo para o0 bom desenvolvimento das mudas P. dubium em vasos
contendo mudas de S.virgata do lote PC, além das condi¢cGes ambientais adequadas a espécie as
quais foram expostas, esta no trabalho de Id et al. (2015), que demonstraram que a aplicacédo de
extratos foliares aquosos de S. virgata causou aumento de variaveis biométricas em espécies
arboreas nativas. Provavelmente, este aumento decorra de o fato do material vegetal utilizado
ndo ser composto exclusivamente por metabolitos prejudiciais como catequina, e sim que estejam

presentes demais metabolitos secundarios e alguns deles possam auxiliar na nutricdo das mudas,
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sabendo-se que vegetais podem liberar no ambiente metabdlitos primarios e secundarios que

influenciam no desenvolvimento da vegetacdo adjacente (Maraschin-Silva & Aquila, 2006).

CONCLUSOES

Foi possivel verificar que as condigdes de luminosidade interferiram no crescimento de
mudas de S. virgata de ambas as procedéncias, nas quais foram obtidos os melhores indices de
desenvolvimento para as mudas alocadas na condi¢éo de pleno sol. Tal comportamento pode ser
atribuido a sua classificacdo ecoldgica (pioneira). Além disso, o fato de ambas as populagdes
apresentarem altas e rapidas taxas de germinacdo reafirma seu comportamento de espécie nativa
superdominante.

As interferéncia no desenvolvimento dessa espécie pode ter afetado sua producdo de
metabdlitos secundarios. A indicacdo dessa interferéncia foi demonstrada pelos dados obtidos no
processo germinativo e no desenvolvimento das espécies M. bimucronata e P. dubium. Tais
espécies utilizadas como plantas-alvo apresentaram alteracdes nos parametros aqui analisados,
ndo soO devido as suas caracteristicas ecofisioldgicas, como preferéncia por ambientes a pleno sol
ou de tolerancia ao sombreamento, como também responderam de maneiras distintas quando em
contato com mudas de S. virgata, de lotes e em condicGes especificas.

Essas alteracbes demonstraram que os metabolitos secundarios oriundos de material
vegetal de S. virgata, apresentaram acao inibitéria em condicBes ndo controladas e que sua
producdo pode estar relacionada as condi¢Ges nas quais as plantas da espécie se encontram,

afetando o desenvolvimento de outras espécies florestais.
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CAPITULO 2: Condiges edafo-climaticas no desenvolvimento de mudas de S. virgata

INTRODUCAO

As plantas sdo expostas a diversos estresses abioticos, em ambientes que estdo em
constante mudanca e que podem se tornar desfavoraveis para 0 Sseu crescimento e
desenvolvimento (Zhu 2016). Os tipos de estresses abioticos incluem agua (seca e inundacao),
metais pesados, salinidade, excesso ou deficiéncia de nutrientes no solo, altas e baixas
temperaturas (resfriamento e congelamento), niveis extremos de luz (alta e baixa), radia¢éo (UV-
B e UV- A; ultravioleta, UV), ozbdnio, dioxido de enxofre, fatores mecanicos e outros de
ocorréncias menos frequente (Pereira 2016).

A inducdo de estresses abidticos moderados tem-se mostrado como uma estratégia para
aumentar o contetdo de compostos funcionais nas plantas. Isto ocorre porque ao perceber este
estresse as plantas induzem a producéo de compostos relacionados ao metabolismo de defesa, 0s
quais incluem compostos do seu metabolismo secundario (Jacinto 2018).

O volume de agua (classificado de acordo com a capacidade de campo) ao qual a planta
estd submetida € um dos fatores que influenciam na sintese de metabdlitos secundarios
(Albergaria et al. 2020). Em uma ampla variedade de espécies de plantas, o déficit hidrico é
capaz de provocar aumento na sintese de varios fitoquimicos vegetais, como os acidos fenélicos,
flavondides e taninos, como uma resposta as condi¢fes bidticas ou abidticas estressantes
(Gholamreza et al. 2019). Essas respostas agem como forma de prote¢éo aos efeitos do estresse
ambiental (Schwachtje et al. 2019).

Outro fator ambiental que pode influenciar no desenvolvimento de plantas e, por
consequéncia, a producdo de metabdlitos secundarios, € o solo. A composi¢do dos substratos €
um fator de suma importancia vegetal, pois a germinacdo de sementes, a iniciacédo radicular e o
enraizamento estdo diretamente ligados as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do

substrato (Caldeira et al. 1998). Assim, o substrato deve reunir caracteristicas fisicas e quimicas
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que promovam, respectivamente, a reten¢do de umidade e disponibilidade de nutrientes, de modo
que atendam as necessidades da planta (Cunha et al. 2006).

Porém em &reas perturbadas, com condi¢es extremas de degradacao, tais caracteristicas
tidas como dtimas de substrato e suficiéncia hidrica ndo sdo encontradas, dificultando o
estabelecimento inicial de espécies vegetais. Em areas de mineragdo, por exemplo, durante ou
ap6s o abandono das atividades de mineracdo, instalam-se processos que potencializam o
desequilibrio ambiental, como alagamentos, queda de encostas, erosdo, escoamento desordenado
das &guas superficiais, perda da camada de solo superficial, degradacdo da paisagem, dentre
outros (Ferreira et al. 2008).

As causas que dificultam o estabelecimento de plantas sobre substratos minerados podem
ser atribuidas, entdo, a alta compactacdo da superficie, a baixa capacidade de armazenamento de
agua, a falta de matéria organica, a baixa capacidade de troca catidnica e a reducdo da fertilidade
(Goedert et al. 2002, Longo et al. 2005), o que torna o ambiente hostil para a maioria das espécies
vegetais.

Uma das espécies que foi recomendada por muitos anos para a restauracao de areas
degradadas por mineracao, por conseguir se adaptar nesse tipo de ambiente, foi Sesbania virgata
(Cav.) Pers. (Samor 1999, Coutinho et al. 2005, Florentino et al. 2009). A espécie S. virgata
(Fabaceae) é pioneira, nativa da América do Sul, encontrada nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil, principalmente nas areas de Cerrado e Mata Atlantica (Araujo et al. 2004).

Em geral, suas caracteristicas como alto e réapido indice de germinacdo e de
desenvolvimento, formacdo de bancos transitorios de sementes no solo, bom potencial de
cobertura do solo nos mais variados tipos de substrato, sendo tolerante inclusive a permanéncia
em solos inundados devido a algumas adaptagdes morfo-anatdmicas (Coutinho et al. 2005, Souza
etal. 2010, Zanandrea et al. 2010, Alves et al. 2013, Delarmelina et al. 2014, Duarte et al. 2019),

sdo adaptacOes que garantem a sobrevivéncia da espécie em diversos habitats (Silva et al. 2011).
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Essas caracteristicas também a tornam uma espécie superdominante (Matos e Pivello 2009) e
com muitas vantagens adaptativas em relacdo a outras competidoras vegetais.

Além dessas caracteristicas ecoldgicas, S. virgata é capaz de produzir metabdlitos
secundario, com potencial atividade alelopética, afetando a germinacg&o e o desenvolvimento de
diversas espécies, inclusive espécies exoticas reconhecidamente invasoras e agressivas como
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (Mignoni et al. 2017). Simdes et al. (2008) detectaram a
presenca do flavonoide (+)- catequina em sementes de S. virgata e também em suas folhas (Id et
al. 2015). Tal flavondide é capaz de gerar atrasos ou inibicdo na germinacdo de espécies
cultivadas como Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Solanum lycopersicum L e Oryza sativa L.
(Simdes et al. 2008, Coelho 2014), além de causar efeitos negativos no desenvolvimento de
espécies florestais nativas do Brasil como Mimosa bimucronata (DC) Kuntze, Peltophorum
dubium (Spreng.) Taub. e Copaifera langsdorffii Desf. (Id et al. 2015).

A quantidade e a presenga desse metabdlito podem variar entre os 6rgdos da planta e até
mesmo entre plantas da mesma espécie de diferentes populaces (Gobbo-Neto e Lopes 2007).

Araujo et al. (2018) verificaram que 0s extratos aquosos oriundos de sementes e de cascas
dos frutos de S. virgata apresentaram efeito inibitério na germinacéo de L. sativa, demonstrando
que determinadas substancias alelopaticas podem estar concentradas em maior quantidade em
determinados 6rgdos vegetais da espécie. Id et al. (2015) e Id et al. (2020) verificaram que a
quantidade de (+)-catequina variou entre populacdes de S. virgata de um mesmo local e entre
6rgdos de um mesmo individuo, sendo observado presenca do metabolito em sementes e em
folhas.

Também ja foi documentada a presenca de outros flavonoides em sementes de S. virgata
(Simdes et al. 2008), como quercetina, que é uma substancia tdxica, mas ndo exsudada para o
meio durante a germinacdo, além do alcaloide sesbanimida A, que é uma substancia com

propriedades antifungicas. Compostos quimicos, como catequina, quercetina e sesbanimida A,
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com potencial inibitério, tém outros papéis ecoldgicos como defesa da planta, quelagdo de
nutrientes e regulacdo da biota do solo, de modo que afetam a decomposicao e a fertilidade do
solo (Inderjit et al. 2011). Ou seja, a producéo de tais substancias pode representar vantagens
adaptativas para a espécie, na competicdo com outras espécies vegetais ou até mesmo, durante
situacOes de estresses ambientais, como os relacionados as condi¢des hidricas e edéficas.

Com relacdo aos efeitos de estresse sobre a producdo de substancias alelopéticas, as
informagdes disponiveis mostram que Vvérias destas substancias produzidos pelas plantas séo
reguladas por fatores ambientais como temperatura, umidade do solo, intensidade, qualidade e
duracdo de luz, disponibilidade de nutrientes, além de outros fatores, como a aplicagdo de
herbicidas (Ferreira e Aquila 2000), o que mostra a importancia de estudos que tentam
compreender quais variaveis podem afetar essa producdo e se essa producdo pode trazer protecéo

para as espécies submetidas a tais estresses.

OBJETIVO
O objetivo do presente capitulo foi verificar se fatores de estresse ambiental, como
condicdes distintas de solo e de irrigacdo, poderiam interferir no desenvolvimento inicial de S.

virgata.

MATERIAL E METODOS

Sementes de S. virgata foram escarificadas manualmente com lixa (folha P60) e semeadas
em vasos (415 mL), alocados em Casa de Vegetacdo, no Campo Experimental do Ndcleo de
Pesquisa em Plantas Ornamentais (Figura 16) a fim de se verificar se fatores ambientais podem
influenciar a produgdo de (+)-catequina. As sementes de S. virgata foram obtidas das mesmas
seis populagGes previamente conhecidas, localizadas no municipio de Lavras, Minas Gerais e

descritas no Capitulo 1. Foram ent&o constituidos dois lotes com essas sementes, de acordo com
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sua procedéncia, sendo PC para o lote referente as sementes oriundas de populag¢Ges produtoras

de (+)-catequina e NC para o lote de sementes das populac6es néo produtoras (Id et al. 2015).

Figura 16: Ensaio conduzido em casa de vegetacdo, com sementes de S. virgata, de ambas as
procedéncias, semeadas em trés tipos de solo. Plantulas de S. virgata apo6s 15 dias da semeadura

(esquerda) e plantulas de S. virgata apds 120 dias da semeadura (direita).

As sementes do lote PC foram semeadas em vasos contendo trés tipos de solo: um solo
obtido comercialmente (Flores e Folhas-ABC Garden®) (SCOM), um solo obtido dos mesmos
locais onde foram coletadas as sementes pertencentes ao lote das populagdes produtoras de (+)-
catequina (SPC) e um solo oriundo dos locais nos quais estdo identificadas as populagdes néo
produtoras de (+)-catequina (SNC). Da mesma forma, as sementes do lote NC também foram
semeadas nessas mesmas trés condic¢Ges de solo. Além disso, foram estabelecidos os tratamentos
de irrigacdo com agua, variando de 100, 75, 50 e 25% de irrigacdo, de acordo com a capacidade
de campo dos solos utilizados, sendo 100% correspondente a 100 mL de &4gua. Para se padronizar
o0s tratamentos, 0s solos comerciais também foram irrigados com o padrdo de 100 mL para 0s
tratamentos a 100% de irrigacéo.

Os tratamentos foram aplicados nos dois lotes de sementes, contidas nos trés tipos de solo,

constituindo um experimento em fatorial 2x3x4 (populagdo-solo-irrigagéo) (Figura 17), com 5
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repeticOes de 4 vasos, para cada tratamento. Esses tratamentos de irrigacdo foram aplicados ap6s
completados trés meses de desenvolvimento das plantulas de S. virgata (julho, agosto e

setembro/2019) e cinco vezes por semana, durante o periodo de seis meses.

SPC =2 100% 75% 50% 25%

Lote PC < SNC we 100% 75% 50% 25%
SCOM =—b 100% 75% 50% 25%

SPC =2 100% 75% 50% 25%
Lote NC < SNC == 100% 75% 50% 25%
SCOM =t 100% 75% 50% 25%

Figura 17: Representacdo do fatorial (2x3x4), realizado para esse ensaio, no qual cada lote de
sementes de S. virgata, constituido de acordo com sua procedéncia, foi semeado em trés tipos de
solo e em cada tipo de solo, foi aplicado o tratamento com quatro tipos de irrigagéo.

Apo0s a semeadura, a germinacao passou a ser avaliada, diariamente e até que se cessasse 0
processo germinativo, através da coleta de dados referentes a porcentagem de germinacao (%G)
e ao indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Maguire 1962), considerando-se a emissao da
parte aérea de ambos os grupos de sementes, germinadas nas diferentes condi¢@es de solo.

Com a estagnacdo do processo germinativo, o desenvolvimento das plantas foi monitorado
mensalmente, a partir do quarto més (outubro/2019) ap6s a semeadura e até o nono més
(marcgo/2020), por meio da coleta de dados biométricos de altura e de diametro. Os dados foram
analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) e diferencas significativas entre as médias
dos tratamentos serdo identificadas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Os dados coletados, referentes aos resultados biométricos, foram analisados utilizando o
programa de estatistica SISVAR 5.1 (Ferreira 2010). Para a expressdo do desenvolvimento ao
longo do tempo com os tratamentos de irrigacdo, foram ajustadas equacOes de regresséo,
expressas na legenda dos graficos, com os respectivos valores de R?.
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RESULTADOS
De acordo com os dados a respeito do processo germinativo das sementes de S. virgata

(Tabela 4), foi possivel observar que a porcentagem de germinacdo das sementes pertencentes a
ambas as procedéncias, ndo sofreu interferéncia significativa dos tratamentos relacionados aos
tipos de solos utilizados, atingindo o valor de 100%. Quando analisada a %G dessas sementes,
comparando os tipos de solo para uma mesma procedéncia, foi possivel observar a mesma
resposta, na qual as sementes de ambos os lotes também obtiveram germinacédo absoluta.

Ao analisar os dados obtidos para o IVE das sementes de S. virgata, de acordo com a
mesma tabela, notou-se que, quando os valores do mesmo lote foram comparados nas trés
condi¢des de solo em que foram germinados, ndo houve interferéncia significativa, sendo
registrados os valores de 0,132, 0,143 e 0,187, para os solos SCOM, SPC e SNC,
respectivamente, para as sementes do lote PC, e 0,196, 0,193 e 0,143, para as sementes do lote
NC germinadas no solo SCOM, SPC e SNC. O mesmo ocorreu quando os lotes PC e NC foram
comparados entre si, dentro do mesmo tipo de solo, onde ndo houve respostas significativas para
tais tratamentos.

Tabela 4: Valores médios referentes a porcentagem de germinacdo (%G) e ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), de sementes de S. virgata oriundas das populagdes produtoras
de catequina (LOTE PC) e das populagdes ndo produtoras de catequina (LOTE NC), semeadas
em trés condicdes de solo: solo comercial (SCOM), solo obtido na mesma area que foi coletado

o lote PC (SPC) e solo obtido na mesma area que foi coletado o lote NC (SNC).

Solo
SCOM SPC SNC
Procedéncia %G
LOTE PC 100aA 100aA 100aA
LOTE NC 100aA 100aA 100aA
IVE
LOTE PC 0,132aA 0,143aA 0,187aA
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LOTE NC 0,196aA 0,193aA 0,143aA

Obs: Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade. Tanto para os dados de %G quanto para IVE, letras mindsculas analisam o fator solo
dentro do fator procedéncia (linha) e letras mailsculas analisam o fator procedéncia dentro do fator
solo (coluna).

De acordo com os dados referentes ao desenvolvimento inicial das espécies (Tabela 5),
numa andlise panoramica, foi possivel observar que os fatores procedéncia, irrigagdo e condicao
de solo apresentaram interacdo entre si, mostrando resultados significativos para os dados
biométricos coletados.

Ao analisar a influéncia da procedéncia, foi percebido que ndo houve diferencga para 0s
valores de altura (20,94 e 20,69 cm) e de didmetro (1,45 e 1,46 mm), entre as procedéncias
quando comparadas as irrigacdes, com excec¢éo da irrigacdo a 100%.

Nos dados referentes a altura das plantas de S. virgata, notou-se que o tratamento de
irrigacdo a 100% causou diminuicdo significativa desse parametro entres os lotes PC e NC,
registrando-se o valor de 30,74 cm para as mudas pertencentes ao lote PC e 26,78 cm para as
mudas do lote NC, sendo que os outros tratamentos de irrigacdo ndo causaram diferencas entre
as mudas de ambos os lotes. Em relagdo ao diametro, quando analisados 0s mesmos tratamentos
de irrigacdo, comparado entre os lotes PC e NC, ndo houve alteragGes significativas entre os
dados coletados referentes a tais lotes.

Analisando-se esses dois parametros em relacdo a influéncia da irrigagdo comparada dentro
do mesmo lote, foi observado que, quanto menor a irrigacdo aplicada, menor o desenvolvimento
das plantas em ambos os lotes. Os maiores valores encontrados para a altura das plantas
pertencentes ao lote PC foram de 30,74 e 23,28cm enquanto para o lote NC foi de 26,78 e
24,97cm, ambos irrigados a 100 e 75% respectivamente. J& os menores valores de altura para o
lote PC foram registrados em 16,83 e 12,9 cm, para as plantas irrigadas a 50 e 25%,
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respectivamente, enquanto que para as mudas do lote NC, irrigadas com 0os mesmos tratamentos,
os valores significativos de altura obtidos foram 17,78 e 13,24 cm, mostrando como 0S mesmos
tratamentos de irrigacdo causaram efeitos similares para ambas as procedéncias.

Esse padrdo de comportamento, de reducdo gradual de desenvolvimento obtido apos
aplicacdo dos menores tratamentos de irrigacdo, também foi observado para o didmetro dessas
mudas, sendo os menores valores médios de didmetros para as mudas do lote PC, 1,096 e 1,345
mm obtidos ap0s as irrigacdes a 25 e 50%, respectivamente, e para as mudas do lote NC, os
valores de 1,048 e 1,23mm, para as mesmas irrigacoes. Ja os maiores valores médios de didmetro
obtidos do lote PC foram de 1,625 e 1,762 mm com a aplicagdo das irrigacdes a 50 e 100% e
1,658 e 1,908 mm para as mudas do lote NC, onde novamente se notou a similaridade de efeito
dessas irrigagdes para as mudas dos dois lotes.

As médias de altura das plantas entre os lotes PC e NC foram alteradas significativamente,
quando comparadas dentro do mesmo tipo de solo, sendo essa alteracdo detectada nas mudas dos
lotes PC e NC presentes nos vasos contendo o solo SPC e o solo SCOM. Em relagdo a anélise
do didmetro, seguindo essa mesma comparacdo, foi possivel verificar uma resposta contraria em
relacdo ao solo, no qual a alteracdo significativa entre as mudas dos lotes PC e NC ocorreu nos
vasos contendo solo SNC.

A analise da influéncia do fator solo, dentro de uma mesma procedéncia mostrou que as
altura das plantas do lote PC nédo foi modificada conforme os solos utilizados, tanto nos valores
gerais, quanto nos desdobramentos deste dentro de cada irrigacdo. Ja no lote NC, no qual o maior
valor médio de altura foi registrado para as mudas crescidas nos vasos contendo solo SCOM, no
valor de 23,01 cm, houve tanto diferenga na média geral quanto nos desdobramentos deste dentro
das irrigagdes. Para o diametro registrou-se diferencas estatisticas para as mudas do lote PC,
guando comparadas entre os trés tipos de solos, sendo 0s maiores valores obtidos nos solos SPC

e SCOM.
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Em relacdo a interacdo entre os fatores solo e irrigacdo, para cada lote, foi possivel observar
que 0 mesmo tratamento de irrigacdo ndo causou alterac6es nos dados de altura das plantas do
lote PC e de didmetro pertencentes ao lote NC, quando comparado entre 0s vasos contendo 0s
trés tipos de solo, para nenhum dos tratamentos de irrigagdo. No entanto o mesmo néo foi
observado para a altura das mudas do lote NC, na qual a mesma irrigagdo gerou diferencas
significativas, quando comparada entre os solos SPC, SNC e SCOM, sendo que para esse lote
notou-se que os maiores valores de altura foram obtidos nos vasos contendo o solo comercial
(SCOM), sendo registrado 30,3, 26,42 e 20,05 cm para as mudas irrigadas a 100, 75 e 25%,
respectivamente.

Jé& para o diametro, foi observado aumento dessa varidvel, quando analisada na irrigacao a
100% do lote PC, nos solos SPC, SNC e SCOM, sendo obtidos os valores 1,87, 1,45 e 1,97 mm,
nessa ordem, mostrando que os maiores valores foram obtidos nos solos SPC e SCOM.

Comparando-se as irrigacoes aplicadas, dentro de um mesmo tipo de solo e para uma dada
procedéncia, notou-se que para os lotes PC e NC, o fator irrigacéo teve interferéncias na altura e
no diametro das plantas, contidas nos vasos dos solos SPC, SNC e SCOM, sendo observado um
padrdo de maiores valores médios obtidos com as irrigacdes a 100% seguidos pela irrigacdo a

75%, na maioria dos casos, em ambos os lotes.

Tabela 5: Valores médios referentes a altura (cm) e ao didmetro (mm) de plantas de S. virgata,
oriundas das populagdes produtoras de catequina (LOTE PC) e das populagdes ndo produtoras
de catequina (LOTE NC), semeadas em trés condicdes de solo: solo comercial (SCOM), solo
obtido na mesma area que foi coletado o lote PC (SPC) e solo obtido na mesma area que foi
coletado o lote NC (SNC) e irrigadas com 100%, 75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade

de campo dos solos. Valores referentes ao ultimo més de experimento (Margo/2020).
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Lotes Irrigacdo Solo-PC Solo-NC Solo-COM | Meédia da Irrigacéo
Altura (cm)
100% 32,05aA 27,625aA 32,55aA 30,74aA
75% 24,25bA 24,13aA 21,45bA 23,28aB
O 50% 15,78cA 16,7bA 18,03bcA 16,83aC
25% 13,75cA 11,75bA 13,2cA 12,9aD
Média 21,46aA 20,05aA 21,31bA 20,94a
100% 26,2aAB 23,85abB 30,30aA 26,783bA
75% 20,95aB 27,55aA 26,42aA 24,975aA
% 50% 14,75bB 18,55bAB 20,05bA 17,783aB
25% 12,63bA 11,87cA 15,25bA 13,246aC
Média 18,631bB 20,454aA 23,01aA 20,69a
Média Geral 20,81
Diametro (mm)
100% 1,87aA 1,45aB 1,97aA 1,76aA
75% 1,79abA 1,40abA 1,69abA 1,63aA
8 50% 1,43bcA 1,31abA 1,29bcA 1,35aB
25% 1,07cA 0,99bA 1,23cA 1,10aC
Média 1,54aA 1,29bB 1,54aA 1,45a
100% 1,82aA 1,89aA 2,02aA 1,91aA
75% 1,68aA 1,73aA 1,57bA 1,66aB
% 50% 1,15bA 1,28bA 1,25bcA 1,23aC
25% 0,98bA 1,11bA 1,05cA 1,05aC
Média 1,41aA 1,50aA 1,48aA 1,46a
Média Geral 1,455

Obs: Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Letras mindsculas analisam o fator procedéncia dentro do fator irrigagdo e letras
maiusculas analisam o fator irrigacdo dentro de procedéncia. Letras mindsculas em negrito comparam o
fator procedéncia dentro de solo (coluna) e letras mailsculas em negrito comparam o fator solo dentro
do fator procedéncia (linha). Letras minasculas em italico comparam o fator irrigacdo dentro dos fatores
procedéncia e solo (coluna) e letras maitsculas em italico comparam o fator solo dentro dos fatores

procedéncia e irrigagéo (linha).
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De acordo com os dados (Figura 18A), foi possivel perceber que a altura das plantas de S.
virgata dos lotes PC e NC, analisadas no més inicial, apresentaram diferencas significativas entre
si, quando analisada no solo SCOM, sendo registrado o valor médio de altura de 10,57 cm para
as plantas do lote PC e 12,3 cm para as plantas oriundas do lote NC.

No primeiro més do ensaio, quando as plantas pertencentes ao mesmo lote foram
comparadas entre os trés tipos de solo, foi possivel perceber que houve diferenca significativa na
altura das plantas de ambas as procedéncias. Para o lote PC foram registrados os valores médios
de 8,95, 9,62 e 10,57 cm para as plantas nos vasos contendo os solos SPC, SNC e SCOM,
respectivamente. Para o lote NC, onde também houve diferenca significativa nos tipos de solos
utilizados, registraram-se os valores médios de altura em 9,29, 9,5 e 12,3 cm para as plantas
contidas nos vasos SPC, SNC e SCOM. Em ambos os lotes os maiores valores foram registrados
para as mudas no solo SCOM.

Observando o Ultimo més do ensaio, quando foi comparada a influéncia da procedéncia
dos lotes no mesmo tipo de solo, houve diferenca significativa entre os valores médios de altura
entre ambas as procedéncias, nos solos SPC e SCOM. Foram obtidos os valores de 21,45 e 18,63
cm para os lotes PC e NC no solo SPC e 21,3 e 23,0 cm, para os lotes PC e NC no solo SCOM.
Aqui nota-se valores muito préximos para as mudas do lote PC, independentemente do solo Ja
qguando os valores de altura foram comparados de acordo com a influéncia do tipo de solo em
cada lote, foi possivel verificar que ndo houve diferencas significativas para o lote PC, porém
essa alteracdo foi constatada para as plantas de S. virgata do lote NC, nas quais foram obtidos os
valores 18,63, 20,45 e 23,0 cm para a altura dos individuos nos solos SPC, SNC e SCOM,
respectivamente, mostrando o bom desenvolvimento das mudas no solo comercial.

Os valores de didmetro (Figura 18B), obtidos no més inicial do ensaio e pela comparacao
entre os dois lotes de S. virgata, nos solos utilizados, mostraram que nos solos SPC e SCOM,

houve diferenca entre os dois lotes, sendo obtidos os valores 0,85 e 0,93 mm para as plantas dos
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lotes PC e NC, nos vasos contendo solo SPC e 1,01 e 1,07 mm para as plantas dos mesmos lotes,
contidas no solo SCOM. Quando o mesmo lote foi analisado dentro dos trés tipos de solo, notou-
se que os valores de diametro diferiram entre os solos SPC, SNC e SCOM, para os lotes PC assim
como para os individuos do lote NC, sendo os maiores valores médios de altura registrados para
as plantas nos vasos com o solo SCOM.

Em relacéo ao Gltimo més do ensaio, foi possivel observar que, quando comparados o0s dois
lotes de S. virgata, em uma mesma condicao de solo, os valores médios de diametro das plantas,
foram modificados significativamente para as plantas dos lotes PC (1,28 mm) e NC (1,50 mm),
presentes nos vasos com solo SNC (Figura 18B). Porém, quando foi analisada a influéncia de
cada solo, para 0 mesmo tipo de lote, foi possivel perceber que os valores de diametro das plantas,

oriundas de ambos os lotes, ndo sofreram alteragdes significativas ao final do experimento.

EPC-Out/l9 ONC-Out/l9 mPCMar/20 BNCMar20 A EPC-Out/l9 ONC-Ouw19 BPCMar/20 BNC-Ma/20 B
29 N aA 1.8 -
: aA aB bA 1.6 4 aA aA ad aA
20 A bB aA
1.4 1
_—
: : aA ‘;’ 14
g bA g
a----= 10 aB aB aB aB E 03 -
206
[=]
5 0.4
02
0 4
SPC SNC SCoM SPC SNC SCOM
Solo Solo

Figura 18: Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) (A) e diametro (mm) (B), de
mudas de S. virgata, provenientes das sementes dos lotes PC e dos lotes NC, cultivadas em trés
tipos de solo: solo obtido na mesma area em que foi coletado o lote PC (SPC), solo obtido na
mesma area em que foi coletado o lote NC (SNC) e solo comercial (SCOM), no més inicial
(Outubro/2019) e no més final do ensaio (Mar¢o/2020). Dentro de uma dada data, as letras
minusculas comparam as duas procedéncias dentro do fator solo e as letras maiusculas comparam

0s tipos de solo dentro da mesma procedéncia.
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Analisando-se a influéncia dos tratamentos de irrigacdo no desenvolvimento das plantas de
S. virgata ao longo do tempo, foi possivel observar que os tratamentos de irrigacdo a 100 e a 75%
proporcionaram melhores valores de altura e de diametro para as plantas de ambos os lotes
(Figura 19), chegando nos valores finais mencionados na tabela 5. Para os dois lotes notou-se
que, as irrigacdes a 25 e a 50% provocaram menores valores dos dados referentes a altura e ao
diametro das plantas, sendo os efeitos mais expressivos para a irrigacao a 25%.

Além dos valores iniciais e finais, que serdo apresentados posteriormente com 0s
respectivos dados estatisticos, foi possivel perceber que ao longo do tempo, o desenvolvimento
das plantas de S. virgata oriundas do lote PC, mensurado em altura (Figura 19A) e em diametro
(Figura 19C), foi similar nos primeiros dois meses de experimento, independente do tratamento
de irrigacdo. Porém, a partir do més de dezembro/2019, o crescimento foi sendo modificado,
conforme o tratamento de irrigacéo utilizado, mostrando uma separacgao acentuada entre as linhas
utilizadas para representar o crescimento das plantas.

Nos Ultimos trés meses de ensaios, os individuos do lote PC irrigados com os tratamentos
de 25 e 50% apresentaram menores taxas de altura e de diametro e uma tendéncia de
desenvolvimento similar entre si, mostrando um crescimento mais demorado e uma possivel
estagnacdo ao decorrer do tempo. Ja os individuos submetidos aos tratamentos de 75% e 100%
mostraram maiores taxas de desenvolvimento, apresentando a tendéncia de continuidade no
crescimento em altura e em diametro ao longo do tempo, como mostra as equacdes de reta.

Para as plantas oriundas do lote NC, os quatro tratamentos de irrigacdo utilizados
promoveram valores de altura (Figura 19B) e de diametro (Figura 19D) muito préximos entre 0s
individuos, nos dois meses iniciais do ensaio. Além disso, o crescimento desse lote foi
ligeiramente maior do que o crescimento das plantas do lote NC. A partir do més de
dezembro/2019, também foi verificado o inicio do distanciamento mais acentuado das curvas de

crescimento do lote NC.
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Em relacdo as irrigacdes a 50 e 25%, a partir de janeiro/2020, foi possivel notar que houve
diminuicdo do crescimento das mudas desse lote, sendo essa diminui¢cdo mais incisiva para 0s
tratamentos a 25%. Para os tratamentos a 75 e 100% observou-se uma nitida e acentuada
separacdo das linhas de crescimento em relagéo aos outros dois tratamentos, mostrando um maior
desenvolvimento das mudas. Enquanto as mudas dos tratamentos a 25 e 50% tendem ao

decaimento do crescimento, as mudas irrigadas a 75 e 100% tendem a ascendéncia do

desenvolvimento ao longo do tempo.
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Figura 19: Valores médios dos dados biométricos de altura (cm) e didmetro (mm), de mudas de
S. virgata, provenientes das sementes dos lotes PC (A e C) e dos lotes NC (B e D), irrigadas com
irrigadas com 100%, 75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade de campo dos solos, em que
foram semeadas. Os dados foram coletados mensalmente, durante 6 meses, de outubro de 2019
a marco de 2020. Foram ajustadas as seguintes equacOes de reta para as irrigacdes 100%, 75%,
50% e 25%, nos graficos A:y = 4,0808x + 4,744, R2=0,9459 (100%); y = 2,7345x + 6,4917, R2
=0,9961 (75%); y = 1,3583x + 8,4172, R2 = 0,9949 (50%); y = 0,4721x + 9,9822, R2 = 0,8889
(25%); B: y = 3,2929x + 6,4528, R2 = 0,9918 (100%); y = 2,9576x + 6,6261, R = 0,9902 (75%);

y = 1,6233x + 8,8322, R = 0,9673(50%); y = 0,5013x + 10,861, R? = 0,7251 (25%); C: y =
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0,0058x - 253,93, R2 = 0,9078 (100%); y = 0,0046x - 199,24, R2 = 0,9545 (75%); y = 0,0023X -
97,662, R2 = 0,9195 (50%); y = 0,0003x - 12,497, R2 = 0,0715 (25%); D: y = 0,0064x - 277,63,
R2=0,9969 (100%); y = 0,0043x - 188,77, R2 = 0,9984 (75%); y = 0,0018x - 78,222, R2 = 0,6737
(50%); y = -9E-05x + 5,2391, R2 = 0,0102 (25%).

Analisando-se mais pontualmente a interferéncia dos tratamentos de irrigacdo nos dados
de altura e de didmetro, foi possivel perceber que, no primeiro més de experimento, as irrigacoes
aplicadas néo interferiram dos dados de altura de ambos os lotes, assim como também n&o houve
interferéncia quando o mesmo tratamento de irrigacdo foi comparado simultaneamente entre 0s
dois lotes (Tabela 6). A excecdo foi encontrada apenas para o didmetro, na irrigagédo a 100%,
registrando-se os valores de 0,86 mm, para o lote PC e 0,95 mm, para o lote NC.

Além disso, ainda no primeiro més, foi possivel observar que os tratamentos de irrigacdo
causaram influéncia nos dados de didmetro das mudas oriundas do lote PC, sendo os maiores
valores desse parametro, registrado em 0,98 mm para as mudas irrigadas com os tratamentos a
25 e 50%.

No ultimo més do ensaio, as irrigacdes também ndo causaram diferenca nos dados de altura
e de didmetro, quando comparados 0s mesmos tratamentos entre os dois lotes de plantas de S.
virgata. Quando os tratamentos de irrigacdo foram comparados dentro de cada lote, houve
alteracdes significativas para os valores de altura e de diametro, sendo que houve reducao gradual
dos valores de altura das plantas de ambos os lotes, conforme se diminuiu o tratamento de
irrigacdo aplicado. Isto é, quanto menor a irrigacdo utilizada menor foram os valores médios de
altura.

Para o didametro, quando esses tratamentos foram analisados dentro do mesmo lote, também
foi possivel perceber que, conforme se diminuiu a irrigacdo aplicada nos vasos, menores foram
os valores de diametro obtidos para ambos os lotes. Os maiores, obtidos com irrigagdo a 100%

foram 1,76 mm, para as mudas do lote PC e 1,91 mm, para as plantas oriundas do lote NC.
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Tabela 6: Valores médios referentes a altura (cm) e ao diametro (mm), de mudas de S. virgata,
oriundas das populagdes produtoras de catequina (PC) e das popula¢fes ndo produtoras de
catequina (NC), e irrigadas com 100%, 75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade de campo

dos solos. Valores referentes ao més inicial (Out/19) e ao més final (Mar/20) do experimento.

Altura (cm) Diametro (mm) Obs:
Lote | Irrigacéo Out/19 Mar/20 Out/19 Mar/20
100% 9,82A 30,74aA 0,86bB 1,76aA
o 75% 9,10aA 23,28aB 0,95aA 1,63aA
Q 50% 9,91aA 16,83aC 0,98aA 1,35aB
25% 10,1aA 12,9aD 0,98aA 1,10aC
100% 10,49aA 26,78aA 0,95aA 1,91aA
o 75% 10,16aA 24,98 aA 0,99aA 1,66aB
< 50% 10,21aA 17,78 aB 0,99aA 1,23aC
25% 10,6aA 13,25aC 1,03aA 1,05aC

Meédias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Dentro do mesmo més, letras minusculas analisam o fator procedéncia dentro do

fator irrigacdo e letras maitsculas analisam a fator irrigacdo dentro do fator procedéncia.

No primeiro més de ensaio, foi possivel perceber que, os tratamentos de irrigacdo, quando
analisados dentro do mesmo tipo de solo, ndo geraram efeitos na altura das plantas de S. virgata
(Tabela 7). Porém, ainda no primeiro més, foi possivel perceber que a mesma irrigacdo causou
diferencas significativas nos dados de altura, quando comparados entre os trés tipos de solo. De
acordo com essa comparacgdo, os maiores valores foram registrados no solo SCOM.

No ultimo més do ensaio, com excecdo da irrigacdo a 25%, todos os tratamentos de
irrigacdo causaram alteragdes significativas nos valores médios de altura, das mudas de S.
virgata, presentes nos trés tipos de solo, quando o mesmo tratamento foi analisado entre os solos
SPC, SNC e SCOM. Ja quando as irrigagdes foram comparadas dentro de cada solo, foi possivel
perceber que os maiores valores de altura foram obtidos para as irrigacdes a 100 e a 75%,

independente do solo analisado.
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Em relagéo aos dados coletos no primeiro més de ensaio, referentes ao didmetro das plantas
de S. virgata, observou-se que 0 mesmo tratamento causou diferengas significativas quando
comparado entre os solos SPC, SNC e SCOM, sendo que, para todas as irrigacées, 0S maiores
valores foram obtidos para as mudas presentes nos vasos com 0 solo SCOM. De acordo a mesma
tabela, as irrigagdes quando comparadas entre si dentro de cada solo, notou-se que apenas as
mudas dos solos SCOM néo tiveram seus valores médios de didmetro alterados com tais
tratamentos de irrigacdo. Em contrapartida, essa alteracdo foi registrada, tanto para as mudas de
S. virgata presentes nos solos SPC e SNC, nos quais 0s menores tratamentos de irrigagdo foram
0s que geraram aumento gradual nos valores médios de diametro.

No ultimo més, quando o didmetro das mudas irrigadas com 0 mesmo tratamento,
comparado entre os trés tipos de solo, observou-se que a irrigacdo a 100% causou diferencas
significativas para esse parametro, sendo registrados os valores 1,847, 1,666 e 1,992 mm, para
0s solos SPC, SNC e SCOM. J& quando os valores médios de didametro foram analisados,
comparando-se 0s tratamentos de irrigacdo dentro do mesmo tipo de solo, notou-se que todos 0s
tratamentos de irrigacdo causaram efeitos significativos, sendo os maiores valores registrados
para as plantas irrigadas com os tratamentos a 100%, precedidos pelos tratamentos a 75, 50 e

25%, para os trés tipos de solo.

Tabela 7: Valores médios referentes a altura (cm) e ao diametro (mm), de mudas de S. virgata,
semeadas em solo comercial (SCOM), solo obtido na mesma area que foi coletado o lote PC
(SPC) e solo obtido na mesma éarea que foi coletado o lote NC (SNC) e irrigadas com 100%,
75%, 50% e 25%, de acordo com a capacidade de campo dos solos. Valores referentes ao més

inicial (Out/19) e ao més final (Mar/20) do experimento.

Altura (cm) Diametro (mm)
SOLOS | Irrigagéo Out/19 Mar/20 Out/19 Mar/20
S 100% 9,26bA 29,135aA 0,816bB 1,847abA
S | 75% 8,64bA 22,6bA 0,902bAB 1,7343A
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50% 8,83bA 15,26bB 0,911bAB 1,294aB
25% 9,76bA 13,1875aC 0,956bA 1,026aB
100% 9,53bA 25,74bA 0,874bB 1,666bA
(23 75% 9,34bA 25,84aA 0,957abAB 1,562aAB
—g 50% 9,72bA 17,63aB 1,006abA 1,296aBC
” 25% 9,68bA 11,81aC 0,996abA 1,054aC
100% 11,65aA 31,433A 1,016aA 1,992aA
% 75% 10,91aA 23,94abB 1,048aA 1,63aB
g 50% 11,64aA 19,04aC 1,041aA 1,274aC
Z 25% 11,55aA 14,23aD 1,063aA 1,136aC

Obs: Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5%
de probabilidade. Dentro do mesmo més, letras minusculas analisam o fator solo dentro do fator

irrigacao e letras mailsculas analisam o fator irrigacdo dentro do fator solo.

DISCUSSAO

Os dados referentes ao processo germinativo das sementes de S. virgata, nos quais obteve-
se porcentagem de germinacdo absoluta e a auséncia de interferencia do tipo de solo nesse
processo, mostram gque a mesma pode atingir niveis satisfatorios de germinacéo, facilitando seu
estabelecimento inicial no meio, ja que a germinacdo é uma etapa critica para o estabelecimento
da planta, no qual ocorre a reativacdo da atividade metabdlica e a mobilizacdo de reservas
de células de endosperma (Penfield 2017). Quanto a isso, sabe-se que a sequéncia de eventos
fisiologicos e bioquimicos durante a germinacdo das sementes é influenciada por diversos fatores
abioticos, como luz, temperatura e saturagdo hidrica dos solos, que podem restringir ou inibir a
germinacéo (Oliveira et al. 2015, Oliveira e Gualtieri 2016), o que nédo foi observado no presente
estudo. Isto é, esses fatores ndo foram capazes de gerar tal efeito negativo no processo

germinativo de S. virgata.
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Além disso, tendo em vista que as sementes do género Sesbania apresentam diferentes
niveis de dorméncia do tegumento (Ferreira et al. 2005, Camargos et al. 2008), se a dorméncia
tegumentar de S. virgata for rompida, como demonstrado no trabalho de Silva et al. (2011), sua
germinagdo tambeém pode atingir valores absolutos, o que também foi constatado no presente
trabalho, adotando-se a escarificagdo mecénica das sementes utilizadas.

A respeito do desenvolvimento inicial das mudas de S. virgata de ambos os lotes,
principalmente nos solo de origem comercial, sabe-se que uma das limitagdes dos solos
brasileiros é sua baixa fertilidade pobres em nutrientes, ndo atendendo as exigéncias nutricionais
das espécies (Marques et al. 2009, Cruz et al. 2012). Os solos utilizados no atual experimento
foram extraidos das mesmas areas onde estavam localizadas as plantas matrizes de S. virgata,
sendo essas regides fortemente antropizadas, o que de acordo com a afirmacéo anterior, pode
justificar o baixo desenvolvimento inicial das mudas de S. virgata desse ensaio nesses solos,
independentemente da procedéncia das mesmas.

Ainda sobre as respostas observadas nesse estudo em relacdo a condicdo edéafica utilizada,
alguns estudos mostraram o aumento no desenvolvimento de mudas de S. virgata, quando
ensaiadas em solos naturais que foram melhorados, através do incremento de fontes de nitrogénio
(Chaves et al. 2003, Schiavo et al. 2010). No trabalho realizado por N6brega e colaboradores
(2008), para avaliacdo de mudas de S. virgata, utilizando-se substrato de subsolo de Latossolo
Vermelho-Amarelo fertilizado ou néo, foi visto que as mudas da espécie crescidas no subsolo
ndo fertilizado tiveram reducdo em altura da parte aérea e de diametro do colo, em comparacao
com as mudas no substrato fertilizado. Os autores afirmam que provavelmente esse baixo
desenvolvimento nessas condigdes se deve as propriedades fisicas do subsolo utilizado, sendo
este mais compacto e menos poroso. Tais caracteristicas podem dificultar a absor¢do de

nutrientes pelas plantas (Branddo et al. 2003).
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Coutinho et al. (2005), ao avaliarem o crescimento inicial de mudas de S. virgata plantadas
em uma area degradada pela extracdo de argila, comprovaram o efeito benéfico da adi¢ao de lodo
de esgoto e conteudo de matéria organica, nas covas de plantio. Apesar do bom desempenho de
S. virgata em solos mais rusticos, tais estudos demonstraram que os solos dos ambientais naturais
podem, em determinadas condi¢es, gerar baixos indices de desenvolvimento para as plantas de
S. virgata, explicando assim os dados obtidos nos trés tipos de solos utilizados nesse ensaio,
independente da procedéncia das sementes de S. virgata.

De acordo com os dados biométricos obtidos frente as condi¢des edaficas utilizadas,
Kampf (2005) afirma que as caracteristicas fisicas dos solos sdo importantes de serem observadas
uma vez que podem influenciar no crescimento das mudas; por exemplo, quanto mais alta for a
densidade do substrato, mais dificil se torna o cultivo no recipiente, podendo limitar o
crescimento das mudas. A qualidade fisica do substrato é importante, por ser utilizado num
estadio de desenvolvimento em que a planta € muito suscetivel ao ataque por microrganismos e
pouco tolerante ao déficit hidrico (Caldeira et al. 2008). No presente trabalho os solos coletados
em Lavras se apresentaram mais compactados, menos porosos e de coloracdo vermelha-
alaranjada intensa enquanto que o solo comercial era menos denso, mais poroso, de coloracdo
preta e composto por cascas de pinus, turfa tratada e esterelizada, p6 de carvdo e adubo mineral
NPK (de acordo com as informacdes fornecidas pelo fabricante), o que o torna um substrato de
melhor qualidade em relacdo aos solos coletados em Minas Gerais.

No desenvolvimento inicial de espécies arbdreas € comum o uso desses tipos de matéria
orgénica misturada ao solo devido sua agdo favoravel sobre as propriedades fisico-quimicas do
mesmo (Araujo e Sobrinho 2011, Caldeira et al. 2012). Assim, a fonte organica € responsavel
pela retencdo de umidade e fornecimento de parte dos nutrientes, também influenciando na
densidade do substrato, na porosidade total e no espago poroso do solo (Cunha et al. 2006, Araujo

e Sobrinho 2011).
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Isso também pode explicar o melhor desenvolvimento das mudas de S. virgata,
independente de sua procedéncia, no solo comercial em relagéo aos solos das &reas antropizadas,
quando aplicados os tratamentos de irrigacdo. Inclusive o uso do solo comercial pode explicar
também as diferencas encontradas nos dados de didmetro do colo, referentes ao primeiro més de
ensaio, quando se iniciou a aplicacdo dos tratamentos de irrigacao.

Dentre os fatores que podem influenciar a qualidade e o crescimento de plantas, esta
também a disponibilidade hidrica no substrato (Silva et al. 2017). Em relacdo a este fator, a
primeira consequéncia fisiologica para as plantas submetidas a estresse hidrico € a reducdo ou a
interrupcdo dos ritmos de crescimento, devido a reducgdo na diferenciacéo celular, influenciada
pela restricdo hidrica imposta pelo tratamento adotado (Silva e Nogueira, 2003).

De acordo com os dados biométricos, por meio dos quais foi verificado que os menores
tratamentos de irrigagéo utilizados causaram diminui¢do no desenvolvimento das mudas de S.
virgata, tanto na comparacao entre as procedéncias das sementes como entre os solos utilizados.
Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2002) trabalhando com plantas
jovens de Melaleuca alternifolia Cheel, e Figueirda et al. (2004), com plantas jovens
de Myracrodruon urundeuva Allemédo, submetidas a diferentes tratamentos hidricos, os quais
verificaram redug6es na altura, nimero de folhas e diametro do caule das plantas sob estresse.

Nascimento e colaboradores (2011) também verificaram que a aplicacédo de tratamentos de
irrigacdo de 100, 75, 50 e 25% da capacidade de campo em mudas de Hymenaea courbaril L.
(Fabaceae), afetou o desenvolvimento de mudas da espécie, nas quais observou-se que os dados
biométricos coletados foram reduzidos com os tratamentos a 50 e a 25%. As curvas de
crescimento desse trabalho se assemelham as curvas encontradas para as mudas de S. virgata, de
acordo com os quatro tratamentos de irrigagdo empregados em ambos os estudos.

Os dados aqui apresentados mostraram comportamento semelhante aos dados mencionados

no trabalho de Nascimento et al. (2011), em relagéo aos tratamentos utilizados, onde foi visto
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que as mudas de S. virgata também ndo interromperam seu desenvolvimento em condicdes de
baixa disponibilidade hidrica, apesar da severidade observada nos dados de altura e de didmetro
encontrados nessa situacdo. Sobre isso, Rocha et al. (2016) afirmam que a adaptacdo morfoldgica
das plantas a seca garante a maxima absorcao de agua em condi¢des de estresse hidrico e permite
0 crescimento ou sobrevivéncia da espécie.

Nogueira et al. (2005) afirmam que a deficiéncia hidrica afeta todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento das plantas, podendo influenciar no alongamento e na
diferenciacdo celular em funcéo da reducdo na turgescéncia da célula, resultando na diminuicéo
do desenvolvimento da érea foliar, afetando a producéo e translocacdo de fotoassimilados para
as novas areas de crescimento. Porém, nao s6 o déficit hidrico, mas também o excesso de agua
no substrato é prejudicial na fase de muda, de acordo com sua intensidade e duracéo (Silva et al.
2017). O déficit reduz a absor¢do de nutrientes, enquanto o excesso lixivia nutrientes e propicia
condicGes favoraveis aos patdgenos (Lopes et al. 2005). A saturacdo hidrica do solo restringe a
quantidade de oxigénio e, em pouco tempo, pode gerar um ambiente hipdxico ou mesmo andxico
(Barreto et al. 2018).

Visto que as mudas de S. virgata alcancaram um desenvolvimento maior com as maiores
irrigacdes, chegando a duplicar seus indices biométricos em relagdo as mudas submetidas aos
menores tratamentos de irrigacdo, pode-se dizer que tal espécie apresenta boa adaptacdo a esse
tipo de estresse hidrico. A respeito desse comportamento, existem trabalhos que mostram sua
capacidade de ser tolerante a permanéncia em solos inundados, por longos periodos (Zanandrea
et al. 2010), desenvolvendo estruturas morfo-anatémicas (Alves et al. 2013) ou até mesmo,
mantendo suas taxas de crescimento mais elevadas do que em plantas em condicGes de solos
drenados (Davanso-Fabro et al. 1998, Kreuzwieser et al. 2009).

A respeito da constituicdo bioquimica durante o desenvolvimento vegetal, nota-se uma

relacdo inversamente proporcional entre uma alta atividade metabdlica e a producdo de
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metabdlitos secundarios (em geral derivados fendlcios), isto é, uma queda na producdo de
aleloquimicos em condic@es de rapido crescimento tecidual (Gobbo-Neto e Lopes 2007), o que
sugere que o metabolismo secundario de S. virgata pode sofrer interferéncia em sua produgédo
durante o periodo de crescimento em condicao de escassez ou abundancia hidrica.

De acordo com essa suposi¢cdo, Tatagiba (2007) afirma que o estresse ocasionado por
déficit hidrico pode atuar como mediador na sobrevivéncia de diferentes procedéncias dentro de
uma mesma espécie. Ou seja, a capacidade de producdo ou ndo dos metabdlitos secundarios por
S. virgata pode estar mais relacionado a sua condic¢do de estresse ambiental do que a sua origem
de coleta.

Em relacdo aos tratamentos de irrigacdo e a possivel producdo de metabdlitos secundarios,
em resposta aos tratamentos utilizados nesse estudo, sabe-se que as plantas sintetizam compostos
fendlicos para sobreviver em condicdes de estresse (radiagdo UV, seca, sal, metal e estresse de
baixa temperatura) (Naikoo et al. 2019). Uma planta, se cultivada sob diferentes condig¢des
hidricas, pode apresentar alteracdes qualitativas e quantitativas no metabolismo secundéario
(Bortolo et al. 2009), como mecanismos de defesa a essas variagcbes ambientais (Castro et al.
2005).

Akula e Ravishankar (2011) relataram que o mecanismo de defesa contra o estresse hidrico
é desencadeado pela bioatividade das moléculas fendlicas da folha, sendo o0 acumulo dos &cidos
fenolicos e dos flavondides uma das respostas das plantas ao estresse hidrico (Kirakosyan et al.
2004, Abreu & Mazzafera 2005, Nichols et al. 2015). Kirakosyan et al. (2003) relataram que em
condicBes de seca, os flavonois foram aumentados em espécies como Crataegus laevigata e
Crataegus monogyna. Quanto ao acumulo dessas substancias, sabe-se que S. virgata produz
alguns flavonoides, como catequina, sesbanimida A e quercetina, em suas folhas e sementes
(Simdes et al. 2008, Id et al. 2015) e que estes poderiam sofrer alguma alteracdo em sua producao

e/ou acumulo, frente aos tratamentos de irrigacdo aplicados nesse estudo.

141



Ainda sobre os flavondides produzidos em condic¢des de estresse hidrico, Ballizany et al.
(2012) demonstraram que o conteudo de quercetina aumentou significativamente sob condic¢Ges
de seca em Trifolium repens L, e que esse aumento foi maior nas plantas geneticamente mais
resistentes a seca. Em outro estudo, com cultivares, uma variedade de tomate resistente a seca
apresentou aumento de quercetina, enquanto na variedade de tomate sensivel a seca, a quantidade
desse flavonoide foi reduzida (Sanchez-Rodriguez et al. 2011). Isto é, em S. virgata, que € uma
espécie conhecida por colonizar ambientes tidos como inGspitos para outras espécies vegetais
(Coutinho et al. 2005), € capaz de produzir certos metabdlitos secundarios pertencentes a classe
bioquimica dos flavondides, capazes de proteger a espécie da situacdo de estresse hidrico no
ambiente.

Além disso, existem evidéncias de que plantas submetidas a estresses abioticos moderados
apresentam maior tolerancia a estresses subsequentes (Paim et al. 2019). Este efeito se daria pelo
fato de as células vegetais ja apresentarem o metabolismo direcionado a producao de metabdlitos
de defesa, em virtude do primeiro estresse infligido (Zlotek et al. 2013), sendo o acimulo de
compostos fendlicos nos tecidos vegetais considerados uma resposta adaptativa das plantas a
essas condi¢cdes ambientais adversas (Lattanzio 2019, Pereira 2016, Schwachtje et al. 2019). Ou
seja, tal mecanismo de producdo de metabdlitos secundéarios pelas plantas de S. virgata, que
comprovadamente sdo alelopaticos e antifungicos (Simdes et al. 2008, El Id et al. 2015, Mignoni
et al. 2017), pode ser considerado mais uma provavel vantagem adaptativas da espécie, para

condicdes ambientais extremas, facilitando sua conquista e sua coloniza¢do em novos ambientes.

CONCLUSOES
Neste trabalho, em relagdo ao processo germinativo de S. virgata, foi visto que a espécie
germinou bem e rapidamente em todos os solos utilizados, sendo dois deles considerados mais

deficientes (SPC e SNC) e um deles mais propicios ao desenvolvimento da espécie (SCOM).
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Além disso, S. virgata apresentou bom e continuo desenvolvimento nas condi¢des dos regimes
hidricos utilizados, sendo desde condigdes de maiores irrigacdes quanto em condi¢des de baixa
disponibilidade hidrica. Tais resultados reforcam a plasticidade da espécie em se adaptar aos
mais distintos e severos tipos de ambientes.

No geral, o desenvolvimento de S. virgata foi influenciado tanto pela condic¢éo do solo,
como pelo tratamento de irrigacao utilizado, ambos simulando situac6es de estresse ambientais,
ao quais as plantas de S. virgata podem ser submetidas em condic¢des naturais de sobrevivéncia.
E, de acordo com a literatura, esses ambientes estressantes podem afetar a producédo e o acimulo
de determinados metabdlitos que S. virgata € capaz de produzir, isto é, essa producdo poderia ser
considerada mais uma vantagem adaptativa da espécie, por afetar quimicamente o
desenvolvimento de outras espécies vegetais, como também por lhe conferir vantagens

competitivas em ambientes extremos.
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CAPITULO 3: Efeito de fitoquimicos presentes em sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers.,

na micota identificada em seu tegumento

INTRODUCAO

A alelopatia, fendmeno natural que ocorre no ambiente envolvendo diversos grupos de
seres vivos (De Conti e Franco 2011, Pinto et al. 2016), esta diretamente relacionada a
manutencdo do equilibrio do ecossistema. Por meio dela, algumas espécies desenvolvem
mecanismos de defesa que garantem vantagem adaptativa e que se baseiam na sintese de
determinados metabolitos (Lara-Nufiez et al. 2006, Gongalves 2015).

A acdo alelopatica ocorre por meio da interacéo entre as condi¢cdes ambientais e a sintese
e o efeito dos metabdlitos secundarios (lganci et al. 2006), compostos que podem afetar o
crescimento, prejudicar o desenvolvimento e até mesmo inibir a germinacao de outras espécies
vegetais, além de desempenhar atividade inibitoria em relacdo aos microorganismos (Arruda et
al. 2006, Ferreira et al. 2008, Souza Filho et al. 2009, De Conti & Franco 2011, Gomes et al.
2013), como fungos patogénicos (Hasse et al. 2007).

Foi demonstrado no estudo desenvolvido por Orrock e Damshen (2005), que espécies
vegetais com sementes produtoras de substancias com propriedades antifingicas, apresentam
vantagens adaptativas, garantindo uma menor mortalidade frente ao ataque de fungos, em relacao
as plantas competidoras, que ndo possuem tal propriedade.

Ceballos et al. (1998) verificaram a exsudacdo de metabodlitos secundarios como
catequinas, proantocianidinas e luteolina por duas espécies de sesbania. Em Sesbania
drummondii (Rydb) Cory (espécie perene), o flavonoide (+)-catequina foi encontrado em
quantidade superior a de (-)-catequina e em Sesbania vesicaria (Jacq.) Ell. (espécie anual) houve
o predominio de (-)-catequina, estando este comportamento ligado a defesa contra fungos. Os

autores relataram que S. vesicaria € mais suscetivel ao ataque do fungo Alternaria sp. e que 0s
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exsudatos de suas sementes ndo causam inibicdo do crescimento deste microrganismo,
evidenciando a atividade antimicrobiana apenas de (+)- catequina, encontrada em S. drummondii.

Ainda nesta linha, ensaios com extratos obtidos do endosperma de sementes de Sesbania
virgata (Cav.) Pers. evidenciaram a presenca de atividade indutora de fitoalexinas (Rahal et al.
1998), sintetizadas em resposta a presenca em abundancia de microrganismos (Shaw et al. 2006).
Simdes et al. (2008) detectaram a presenca da fitotoxina quercetina em sementes de S. virgata
(substancia tdxica, mas ndao exsudada para 0 meio durante a germinacao), além da presenca do
alcaldide sesbanimida A, uma substancia com propriedades antifungicas.

Esse alcaldide, detectado nos extratos dos exsudados das sementes da espécie, foi
responsavel pela atividade inibitéria do crescimento do fungo Cladosporium sphaerospermum
Pemzig. Praxedes et al. (2011) identificaram proteinas oriundas de sementes de S. virgata, que
apresentaram atividade inibitoria do crescimento dos fungos filamentosos Aspergillus niger,
Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium solani.

Sabe-se que S. virgata estabelece uma simbiose especifica e eficiente com Azorhizobium
doebereinerae (syn. A. johannae), no entanto, esta associacdo ndo inibe a ocorréncia de outras
bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas, que ocorrem saprofiticamente
préximo ao seu sistema radicular (Florentino & Moreira 2009, Florentino et al. 2009).

Ao examinar os efeitos de exsudatos brutos de sementes e de raizes de S. virgata sobre
fungos micorrizicos arbusculares, Coelho et al. (2019) observaram que houve estimulo sobre a
flora micorrizica na presenca dos exsudatos de sementes. Esses relatos evidenciam que
substancias oriundas de sementes de S. virgata podem tanto ter efeito inibitério como
estimulatorio, em relagcdo ao desenvolvimento da microbiota existente no meio em que a espécie
se desenvolve.

Sesbania virgata (Cav.) Pers. pertence a familia Fabaceae, é nativa da América do Sul

(Araujo et al. 2004) e encontrada no Brasil, principalmente nas areas de Cerrado e de Mata
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Atlantica (Pott & Pott 1994). E comumente recomendada e utilizada para a restauracéo de areas
degradadas pela mineracao (Coutinho et al. 2005, Florentino et al. 2009, Souza et al. 2010), por
ser uma especie pioneira, com capacidade de formar banco de sementes, que apresentam alta
longevidade, e com alto e rapido indice de germinacédo e de desenvolvimento, o que também a
torna eficiente na cobertura do solo (Coutinho et al. 2005).

Bomfeti et al. (2013) evidenciaram que S. virgata apresenta versatilidade no modo de
infeccdo e no tipo de nodulo como um ajuste as mudancas nas condi¢des ambientais de
crescimento. E uma espécie que se adapta as mais diversas condicbes ambientais, sendo
considerada uma planta superdominante (Matos & Pivello 2009), que além dessas caracteristicas,
também possui propriedades alelopaticas, tanto contra espécies vegetais nativas do Brasil quanto
espécies exoticas (Id et al. 2015, Mignoni et al. 2017).

Sua acdo alelopética se deve principalmente a presenca do flavonoide (+)- catequina, com
potencial fitotoxico, liberado em grandes quantidades por suas sementes (Simdes et al. 2008).
Em alguns solos e para algumas espécies, é a interacdo da catequina com as comunidades
microbianas do solo que pode causar a inibicdo do crescimento das plantas (Inderjit et al. 2011).

Caracteristicas ecoldgicas, como a capacidade de formacdo de banco de sementes e o
rapido crescimento, além da producéo de substancias alelopaticas e potencialmente antifngicas,
como a catequina, podem justificar a agressividade dessa espécie no meio. Essas propriedades,
sdo geralmente encontradas em espécies que toleram ataques flngicos considerados letais para
algumas espécies vegetais (Dalling et al. 2011), podem representar mecanismos que auxiliam a
sobrevivéncia das sementes de S. virgata, sendo crucial para seu sucesso no estabelecimento e
no desenvolvimento inicial de suas plantulas, em um novo habitat. Para compreender a relagdo
desses mecanismos, é necessario ter o conhecimento da micota presente nas sementes de S.
virgata, saber como as sementes reagem a esses microorganismos € Como esses microorganismos

se comportam quando em contato com as substancias presentes no tegumento da espécie.
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OBJETIVO
O objetivo desse estudo foi observar o efeito das substancias exsudadas pelas sementes de

S. virgata sobre a micota presente em seu tegumento.

MATERIAL E METODOS

Nos ensaios conduzidos em laboratdrio, foram identificados fungos presentes no
tegumento de sementes de S. virgata e quantificados quanto a sua incidéncia e severidade nas
sementes. Conforme as respostas encontradas nesses ensaios, trés fungos foram selecionados
para a conducdo de ensaios baseados na aplicacdo de extratos, produzidos com tegumento de S.
virgata, em colbnias formadas a partir dos esporos desses trés fungos e na infestacdo de sementes

de S. virgata, com micélio desses fungos (Figura 20).

Sementes de S.
virgata . ; Severidade de fungos

S

Aplicacio de Contaminaciio de
extratos aquosos - i : sementes de S. vir, cram
]

Figura 20: llustracdo esquematica, representando a ordem das metodologias utilizadas, a partir
das sementes de S. virgata e dos fungos encontrados nas mesmas.

As sementes de ambas as procedéncias de S virgata, utilizadas nos ensaios que compdem
esse capitulo foram obtidas dos mesmos locais mencionados no capitulo 1, em Lavras, Minas
Gerais, porém foram organizadas em apenas um lote homogéneo, ja que o propdsito foi
identificar o comportamento da micota quando em contato com substancias oriundas de sementes

de S. virgata, de uma maneira generalizada.
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Producéo dos extratos com tegumentos de Sesbania virgata

Para a producéo dos extratos, 800 sementes oriundas de populacGes de S. virgata foram
escarificadas manualmente, com auxilio de lixa (folha P60) e colocadas separadamente para
embeber em caixas plésticas pretas do tipo gerbox (11x11x3,5cm) desinfestadas com alcool 70%,
com 300 mL de 4gua autoclavada, durante sete horas, em cdmara climatizada a 25°C, para
amolecimento do tegumento. Apoés esse periodo, os tegumentos foram extraidos das sementes
com lamina de bisturi estéril, armazenados em envelopes de papel aluminio e congelados. O
material congelado foi liofilizado por 48 horas e macerado em moinho de bolas.

Apos pesado, o material foi entdo dissolvido em agua autoclavada, filtrado e diluido nas
seguintes concentragdes (peso/volume): 0,1, 0,5 e 1,0%. Essas concentra¢Ges foram obtidas de
experimentos anteriores, sendo 0s extratos produzidos a partir de sementes oriundas de
populagdes conhecidas por serem produtoras de catequina (Simdes et al. 2008, Id et al. 2015).
Também foram produzidos extratos aquosos com padrdo de (+)- catequina (Sigma-Aldrich), na
concentracio de 1mg mL™, como controle positivo.

Identificacdo e severidade de fungos

Para a identificacdo dos fungos presentes em sementes de S. virgata, foi realizado o método
de incubacdo em papel de filtro (Brasil 2009), por meio do qual as sementes de S. virgata foram
depositadas em placas de Petri estéreis (90x15mm), contendo duas folhas de papel de filtro
esterilizadas em estufa e umedecidas com agua autoclavada. Para esse ensaio, foram selecionadas
200 sementes provenientes das populacdes produtoras de catequina e 200 sementes, das
populagdes ndo produtoras.

O método de incubacdo em papel filtro foi realizado com quatro tratamentos para cada
grupo de sementes, de acordo com sua origem: sementes ndo esterilizadas e nédo escarificadas
(NE), sementes ndo esterilizadas e escarificadas (E), sementes esterilizadas e ndo escarificadas

(S) e sementes esterilizadas e escarificadas (SE). A esterilizacdo foi realizada através da imerséo
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das sementes em alcool 70% (1 min), em hipoclorito de s6dio 2% (1 min) e em agua destilada e
esterilizada (1 min) e a escarificagdo foi realizada manualmente, com lamina de bisturi
esterilizada e flambada. A incubacdo das sementes, submetidas aos tratamentos mencionados,
foi conduzida em camara do tipo BOD (Figura 21), por oito dias a 20 °C £ 2 °C e com fotoperiodo
de 12 horas, utilizando-se 10 repetigdes para cada tratamento, com cinco sementes por repeticéo.

A identificacdo e a avaliacdo da incidéncia e da severidade dos fungos foram realizadas,
examinando-se as coldnias fungicas desenvolvidas no tegumento das sementes, com microscopio
estereoscOpico e atraves da visualizagdo de caracteristicas morfolégicas dos fungos, como
conidios, em microscopio Optico (Barnett e Hunter 1999). Para a analise do grau de severidade
dos fungos foi utilizada a escala proposta no estudo de Frangoso e Barbedo (2016), na qual “zero”
corresponde as sementes ndo infectadas com o fungo avaliado, “trago” corresponde as pequenas
colonias € em nimero muito baixo, “fraco” corresponde as colonias de crescimento fraco e
escasso, ocupando até 40% da semente, “moderado” corresponde ao crescimento moderado do
fungo, ocupando de 41 a 100% da semente, com colbnias de crescimento lento e superficial e
“intenso”, que corresponde as coldnias densas e distribuidas uniformemente, com crescimento

intenso, ocupando de 41 a 100%.

Figura 21: Placas de Petri com sementes de Sesbania virgata, para o teste de camara Umida,

armazenadas em camaras de germinagéo do tipo BOD.
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Apo6s as avaliagbes de identificacdo e de incidéncia, foram identificados seis géneros

principais de fungos, presentes do tegumento (Figura 22): Phoma sp., Pestalotiopsis sp.,

Cladosporium sp., Fusarium sp., Rhizopus sp. e Alternaria sp. De acordo com os graficos, foi

observado que os fungos mais incidentes no tegumento das sementes de S. virgata foram os dos

géneros Phoma sp., Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp. e Fusarium sp. Em contrapartida, 0s

fungos menos presentes foram os dos géneros Rhizopus sp. e Alternaria sp. Também foi observada

a forte influéncia dos tratamentos e da origem das sementes, tanto na incidéncia como a auséncia

destes fungos. Por isso, esses tratamentos também foram utilizados nos ensaios de severidade.

Phoma sp. A

Incidéncia do fungo (%)

Escari ficada

Nio escari ficada
Niio escarificada

Nio escari ficada
Nio escari ficada

Nio esterelizada Esterelizada Nio esterelizada Esterelizada

Populagio produtora de catequina

Populagio nio produtora de catequina
Tratamentos

Cladosporiumsp. C

Incidéncia do fungo (%)

Escarificada
Escarificada

Nio escarificada

Niio escarificada
Niio escarificada

Nizo esterelizada Esterelizada Nizo esterelizada Esterelizada

Populacio produtora de catequina Populacio no produtora de catequina
Tratamentos

Fusariumsp. E

Incidéncia do fungo (%)
s

Escarificada

Niio escarificada
Escarificada

Niio escarificada
Nio escarificada
Nio escarificada

Nio esterelizada

Esterelizada Nio esterelizada Esterelizada

Populagio produtera de catequina Populagio nio produtora de catequina
Tratamentos

Incidéncia do fungo (%) Incidéncia do fungo (%)

Incidéncia do fungo (%)

Escarificada

Niio escarificada

Nio esterelizada

Populacio produtora de catequina

Pestalotiopsis sp. B

Escarificada

Nio escarificada

Niio escarificada
Nio gscanficada

Esterelizada Nio esterelizada Esterelizada

Populacio nio produtora de catequina
Tratamentos

Riisopus sp. D

Escarificada

Niio escarificada

Nio esterelizada

Populagio produtora de catequina Populacio nio produtora de catequina
Tratamentos
Alfernaria sp. F

3
2

Nio gscanficada I
Escarificada
Escarificada

=
2
o

Néo escarificada

Z
Esterclizada Nio esterelizada Esterelizada

Escarificada

Niio escarificada

Nio esterelizada

Populagio produtora de catequina Populagio nio produtora de catequina

Escarificada
Escarificada

2

Niio gscarificada

Niio escarificada
Niio escarificada

Esterelizada Nio esterelizada Esterelizada

Tratamentos
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Figura 22: Valores médios da incidéncia (%) dos fungos Phoma (A), Pestalotiopsis (B),
Cladosporium (C), Rhizopus (D), Fusarium (E) e Alternaria (F), encontrados em sementes S.
virgata, oriundas de populacGes produtoras de catequina (barras vermelhas) e de populagdes nao
produtoras (barras azuis) em funcéo dos tratamentos aplicados: ndo esterilizadas e nao escarificadas,

nao esterilizadas e escarificadas, esterilizadas e ndo escarificadas e esterilizadas e escarificadas.

O grau de severidade desses fungos nas sementes de S. virgata foi avaliado e conforme os
resultados obtidos, foram isolados trés fungos. Devido a alta incidéncia em sementes das
populagdes produtoras de catequina e da alta incidéncia em sementes oriundas de populagdes néo
produtoras, Phoma sp. e Cladosporium sp. (Figura 23 A e B e Figura 23 C e D, respectivamente),
respectivamente, foram selecionados para os ensaios com aplicacdo de extratos. J& o género
Alternaria sp. (Figura 23 E e F) foi selecionado devido a sua baixa incidéncia, porém pelo registro

de intensa severidade nas sementes provenientes de ambas as populagdes.
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Figura 23: Imagens dos fungos selecionados para 0s ensaios: Phoma sp. visto por miscroscépio
estereoscopio (A e seta vermelha) e conidio de Phoma sp. visto por microscépio 6ptico, no
aumento de 40x (B). Cladosporium sp. visto por microscopio estereoscopio (C e D), ressaltando
a estrutura do corpo de frutificacdo, com regido do conidio verde em formato de vassoura e haste
preta (seta azul). Alternaria sp. visto por microscopio estereoscopio (E e F), ressaltando a
estrutura do corpo de frutificacdo, em formato de colar de contas, de coloracéo preta.

Foram entdo formadas coldnias, através da inoculacdo dos mesmos no ponto central de

placas de Petri, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubadas em camara
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climatizadas do tipo BOD, a 20 °C + 2 °C e com fotoperiodo de 12 horas. Tais fungos foram
utilizados para os testes com aplicagdo dos extratos produzidos a partir dos tegumentos de
sementes de S. virgata.

Aplicacdo dos extratos em coldnias fungicas

Para quantificar o efeito das substancias presentes no tegumento de S. virgata no
crescimento da micota, também presente em seu tegumento, fragmentos dos trés isolados de
fungos, previamente selecionados e crescidos em meio de cultura contendo BDA, foram
inoculados com auxilio de estilete flambado, no centro placas de Petri esterilizadas (90x15mm),
contendo meio de cultura agar-agar. Apos a inoculacdo dos fragmentos micelares das col6nias
de cada fungo, os tratamentos de irrigagdo foram aplicados nas suas respectivas placas, sendo
estes 0s extratos aquosos produzidos com tegumentos de S. virgata, nas concentragdes ja
mencionadas, a &gua destilada e autoclavada (controle) e o0 extrato aquoso com catequina
comercial (controle positivo). As placas foram irrigadas com 5 mL de cada tratamento, cobrindo
toda a extensdo da placa, vedadas com material plastico e incubadas durante 15 dias, em camara
climatizada do tipo BOD, a 20 °C + 2 °C e com fotoperiodo de 12 horas.

Para verificar a reacdo dos fungos frente as aplicacdes dos extratos, apos o periodo de 15
dias, o crescimento radial médio das coldnias foi quantificado, com régua milimétrica, através
da medida de dois diametros, previamente marcados na parte externa do fundo da placa de Petri.
Para os trés fungos selecionados, foram utilizadas 5 repeticdes para cada tratamento, com 4 placas
por repeticao.

Germinacdo das sementes de Sesbania virgata infectadas

Para verificar o efeito dos fungos selecionados no processo germinativo de S. virgata,
sementes oriundas das populag¢des produtoras de catequina e sementes oriundas das populagdes

ndo produtoras foram desinfestadas previamente com hipoclorito de sédio 2% (1 min), alcool
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70% (1 min) e &gua destilada e esterilizada (1 min). Apos a desinfestacdo, as sementes foram
escarificadas manualmente com lamina de bisturi esterilizada e flambada.

As sementes foram depositadas em placas de Petri esterilizadas, contendo duas folhas de
papel filtro esterilizadas e umedecidas com 5 mL de &gua destilada e autoclavada. Com o auxilio
de estilete flambado, fragmentos micelares de 1mm?2 de cada fungo foram inoculados no
tegumento das sementes de S. virgata. Esse procedimento foi realizado para os trés géneros de
fungo, representando assim, trés tratamentos aplicados nas sementes de S. virgata. Para cada
fungo, ou seja, para cada tratamento, foram utilizadas 5 repeticdes com 4 placas por repeticao
(com 5 sementes por placa). O bioensaio foi acondicionado em camara climatizada do tipo BOD,
a22°C £ 2°C e com fotoperiodo de 12 horas.

Os tratamentos foram avaliados durante 10 dias, através da coleta de dados referentes a
porcentagem de germinacdo, ao indice de velocidade de germinacdo (Maguire 1962) e a
mortalidade das sementes, ao final desse periodo.

Para cada ensaio experimental mencionados acima, referente aos experimentos com
fungos, foi realizado com delineamento inteiramente casualizado (DIC) e os dados coletados
foram analisados, utilizando o programa de estatistica SISVAR 5.1 (Ferreira 2010). Os dados
foram analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) e diferencas significativas entre as

médias dos tratamentos foram identificadas pelo teste de Tukey (p <0,05).

RESULTADOS

Severidade de fungos

De acordo com os dados obtidos e apresentados na figura 24, foi possivel perceber que
alguns fungos como Phoma sp., Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp. e Fusarium sp. foram mais
incidentes e apresentaram altas taxas de severidade, porém de maneira distinta dependendo da

procedéncia da semente. Isso também foi observado para Rhizopus sp. e Alternaria sp., que foram
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os fungos com menor incidéncia e severidade, porém o grau de severidade encontrado foi
diferente de acordo com a procedéncias das sementes.

Analisando-se individualmente cada fungo, notou-se que o isolado de Phoma sp. (Figura
24A) registrou severidade ‘intensa’ nas sementes de ambas as procedéncias, porém mais presente
nas sementes originadas das populacfes produtoras de catequina, independente dos tratamentos
de esterilizacdo e de escarificacdo. Foram registrados ‘tragos’ de severidade, assim como grau
‘fraco’ e ‘moderado’, deste fungo nas sementes de ambas populagdes, principalmente nos
tratamentos onde ndo houve esterilizacdo. A severidade do fungo foi registrada como ‘zero’ em
ambas as populagdes, quando tais tratamento foram aplicados.

Para o fungo Pestalotiopsis, (Figura 24B), a severidade foi ‘intensa’, independente da
procedéncia e dos tratamentos de escarificacdo e de esterilizacdo. Porém, para as sementes
oriundas de populagbes produtoras, notou-se severidade ‘moderada’ apenas nas sementes
esterilizadas, enquanto nas sementes oriundas de populacdes ndo produtoras, tal nivel de
severidade foi mais expressivo em sementes escarificadas e ndo esterilizadas. ‘Tracos’ desse
fungo foram encontrados apenas em sementes dessas populacdes, em sementes submetidas a
ambos os tratamentos.

Cladosporium sp. demonstrou severidade ‘intensa’ nos tratamentos sem esterilizacédo, nas
sementes de ambas as procedéncias, independente da escarificacdo, inclusive para as sementes
das populacGes produtoras, essa intensidade foi igual, tanto nas sementes escarificadas como nas
sementes ndo escarificadas (Figura 24C). Nas sementes oriundas das populacdes produtoras de
catequina, quando esterilizadas, o fungo demonstrou grau ‘zero’ de severidade, enquanto nas
sementes oriundas das populacGes ndo produtoras, a severidade foi registrada como ‘intensa’
para 0s mesmos tratamentos.

Rhizopus sp., apesar de ter sido pouco incidente, como visto na figura 22 apresentou

severidade ‘intensa’ nas sementes provenientes das populagdes produtoras de catequina (Figura
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24D), além de ter apresentado os graus ‘moderado’ e ‘fraco’ nas sementes dessa mesma
procedéncia.

O registro de severidade ‘intensa’ de Fusarium sp. (Figura 24E) foi encontrado nas
sementes procedentes de populagdes produtoras e ndo produtoras de catequinas, sendo esse grau
mais expressivo nas sementes oriundas das populacdes ndao produtoras de catequina. Também foi
observado o grau ‘zero’ de severidade nas sementes oriundas de populagdes produtoras,
esterilizadas e escarificadas e os graus ‘tracos’ ou ‘fraco’ de severidade, e nas sementes de
populagdes ndo produtoras, submetidas aos mesmos tratamentos.

Alternaria sp. apresentou intensa severidade, sem a aplicacdo dos tratamentos de
esterilizagédo e de escarificacdo, tanto nas sementes oriundas das populagdes produtoras como
nas sementes das popula¢des ndo produtoras (Figura 24F), nas quais também foi detectado o grau
‘moderado’. ‘Tragos’ de severidade foram detectados em sementes das populagdes nao

produtoras de catequina, mesmo apo6s a aplicagdo de ambos o0s tratamentos.
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Figura 24: Valores médios do grau de severidade (%) dos fungos Phoma (A), Pestalotiopsis (B),

Cladosporium (C), Rhizopus (D), Fusarium (E) e Alternaria (F), encontrados em sementes S. virgata,

oriundas de duas populacgdes (produtoras e ndo produtoras de catequina), esterilizadas ou ndo e escarificadas

ou ndo. Grau de severidade “zero” (barra branca), grau de severidade “trago” (barra amarela), grau de

severidade “fraco” (barra verde), grau de severidade “moderado” (barra roxa) e grau de severidade “intenso”

(barra vermelha).

Aplicacédo de extratos em coldnias fungicas

As colbnias de Cladosporium sp., submetidas aos tratamentos de irrigacdo néo

apresentaram respostas significativas no crescimento radial do micélio (Figura 25). No entanto,
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as colbnias de Alternaria sp. apresentaram reducdo gradativa e significativa, no crescimento
radial do micélio (Figura 25), através do qual foram registrados os valores de crescimento radial
em 3,52cm e 3,86¢m, nas placas irrigadas com os extratos a 0,1 e 0,5%, respectivamente.

Em contrapartida, Phoma sp. apresentou aumento gradual e significativo no crescimento
do micélio, quando irrigado com os extratos (Figura 25), sendo que 0s maiores valores
registrados foram 3,01cm e 3,36¢cm, para as col6nias submetidas a irrigagdo com o0s extratos
aquosos a 0,5 e 1,0%, respectivamente. Ainda para esse fungo, o extrato produzido com catequina
comercial também provocou aumento significativo do micélio em relagdo ao grupo controle,

onde foi registrado o valor de 3,46¢cm, enquanto para o grupo controle houve registro de 1,55cm.

B Cladosporium sp. BAlternaria sp. O Phoma sp.

ITTIT

0,00% 0,10% 0,50% 1.00%
Concentracio dos extratos

[P I LY [ B |

Crescimento radial (cm)
[ S

Figura 24: Valores médios do crescimento radial de Cladosporium sp., Alternaria sp., e Phoma
sp. apos os tratamentos de irrigacdo com extratos aquosos de S. virgata (0,1, 0,5 e 1%), com agua
destilada e autoclavada (0%) e com catequina comercial na concentracdo de 1mg mL " (C). Médias
seguidas pela mesma letra, entre tratamentos (0, 0,1, 0,5 e 1,0% e C) e dentro de uma dada

espécie, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Germinagdo das sementes de Sesbania virgata infectadas

A infestacdo do tegumento das sementes com pedacos de colonia dos trés isolados
estudados, ndo geraram diferenca significativa nos valores referentes a taxa de germinacéo e ao

indice de velocidade de germinacdo (Tabela 8). Porém, Phoma sp. foi responsavel pela maior
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mortalidade das sementes, na qual o contato com o isolado deste fungo quadruplicou o nimero
de sementes mortas pos-germinacdo, em relacéo aos outros dois isolados colocados, em contato

com as sementes de S. virgata.

Tabela 8: Taxa de Germinagdo (G%), indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) e Taxa de
Mortalidade, das sementes pds-germinadas (M%) das sementes de Sesbania virgata, submetidas

as infestacGes com os isolados dos géneros Alternaria sp., Cladosporium sp. e Phoma sp.

Parametro
Fungos G% VG M%
Alternaria sp. 99a 3,66 a 4a
Cladosporium sp. 98 a 3,86 a 4a
Phoma sp. 94 a 3,99a 16 b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey com
5% de probabilidade.
DISCUSSAO

Ao longo dos resultados foi possivel verificar que a procedéncia da semente de S. virgata,
isto é, o fato da matriz ser ou ndo produtora de catequina, foi um fator determinante para a
ocorréncia dos fungos identificados no tegumento. E possivel que essa variagdo na ocorréncia
esteja relacionada a presenca de algum mecanismo de tolerancia dos géneros fungicos, como a
capacidade de degradar substancias alelopaticas (Zhu et al. 2011).

As estratégias dos fungos, em contrapartida, podem incluir a producdo de enzimas
degradativas, resisténcia propria ou mecanismos de efluxo (Morrisey e Osbourn 1999), que
impedem que compostos antifangicos intracelulares se acumulem em niveis toxicos. Em um
estudo desenvolvido por Costa et al. (2017), extratos alcoolicos produzidos com bulbos de alho,
nos quais foi identificada a presenca de flavondides, classe quimica a qual pertence o metabdlito
catequina, inibiram o crescimento micelar de fungos do género Fusarium sp..

Em outro estudo, abordando perfis metabolicos (Gregolin et al. 2019), foi verificado que

extratos etanolicos de propolis, que continham flavondides como quercetina e campferol,

165



apresentaram acdo antifingica contra Fusarium sp., sendo quercetina também encontrada no
tegumento de S. virgata (Simdes et al. 2008). Essa relagdo de Fusarium sp. com metabdlitos
secundarios, pertencentes ao grupo dos flavonoides, pode ter influenciado na severidade de
Fusarium sp. em sementes de S. virgata, que apesar de ter aparecido em ambas as procedéncias
de sementes, o grau ‘intenso’ foi mais expressivo no grupo das sementes de populagdes nao
produtoras de catequina.

Como um fungo de campo, Rhizopus sp. se estabelece na semente durante o periodo de
crescimento e maturacado, ou seja, antes da colheita (Vechiato 2010), sendo os frutos maduros e
danificados mais suscetiveis a infeccdo (Velazquez-del Valle et al. 2008). Esse género é
amplamente distribuido na natureza, sobrevivendo saprofiticamente no solo e em residuos
organicos com potencial para invadir tecidos vegetais (Velazquez-del Valle et al. 2008).

Sabendo-se que a infeccdo de sementes de espécies florestais por patégenos pode ocorrer
tanto naturalmente, nos estagios de floracdo e formagdo das sementes, como também nos
processos de colheita e beneficiamento das mesmas (Jaccoud-Filho e Dabul 2011), a baixa
incidéncia de Rhizopus sp. aqui encontrada nos ensaios conduzidos pode ser justificado pela
possivel auséncia da contamina¢do nos eventos pré-colheita e na propria formagdo das sementes
e dos frutos de S. virgata e seu grau de severidade ‘intenso’, quando em contato com as sementes
da espécie, pode ser explicado pela a sua natureza saprofitica.

De acordo com a observacdo de que os tratamentos de esterilizacdo e de escarificacdo
alteraram o grau de severidade em todos 0s géneros ocorrentes, pode-se sugerir que assim que
h& a ocorréncia da quebra do tegumento, por consequéncia, ocorre 0 inicio da embebicdo pelas
sementes de S. virgata, e assim fazendo com que algumas substancias sejam liberadas em
grandes quantidades, como a catequina, que possui potencial fitotdxico e é liberadas em altas

quantidades apds 24 h de embebicdo (Simdes et al. 2008, Id et al. 2015).
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Os fitopatdgenos podem ser encontrados associados as sementes na sua superficie, no seu
interior ou em ambos os loci das sementes (Santos et al. 2000). Logo, se alguns dos fungos
listados estavam presentes no interior das sementes de S. virgata, eles foram expostos com a
quebra do tegumento, o que pode justificar a variabilidade do grau de severidade de alguns dos
géneros, apds a esterilizacdo e a quebra de dorméncia, como ocorreu com Pestalotiopsis sp. Este
fungo é considerado potencialmente patogénico, em funcdo dos danos relatados, quando
associado a sementes ou mudas (Maciel et al. 2012), sendo responsavel apodrecimento de
sementes (Santos et al. 2001), o que vem de encontro aos resultados obtidos no ensaio de
severidade, sendo constatados os graus ‘moderado’ ¢ ‘intenso’ para todos os tratamentos
aplicados, nas duas procedéncias de sementes de S. virgata.

Em geral Pestalotiopsis sp. € um fungo que apresenta grande incidéncia em sementes
florestais, assim como Cladosporium sp. (Maciel et al. 2012). Shreelalitha e Sridhar (2015)
verificaram a presenca de alguns fungos endofiticos, em sementes de Sesbania bispinosa, dentre
eles Pestalotiopsis sp. e Cladosporium sp., 0 que indica que o tratamento de escarificacdo da
atual pesquisa pode ter sido responsavel pelo maior ou menor aparecimento dos alguns dos
fungos identificados. Além disso os autores também afirmaram que as sementes de S. bispinosa
produziram mais isolados de fungos, em relacdo a outras partes da planta, mas a riqueza e
diversidade de espécies foram baixas.

Essa observacdo também foi constatada pelo estudo desenvolvido por Cherobini e
colaboradores (2007), que encontraram os seguintes fungos associados as sementes de S. virgata:
Alternaria sp., Penicillium sp., Nigrospora sp. e Cladosporium sp.. Nesse trabalho foi detectada
diferencga de fungos encontrados em determinadas regides de coleta, assim como suas incidéncias
e diferentes danos causados a diferentes partes da planta de S. virgata, como por exemplo para

Alternaria sp.
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Alternaria sp. foi intensamente encontrado nas sementes de S. virgata de um determinado
local de coleta, porém encontrado em menor quantidade em outra regido, onde as sementes de S.
virgata foram coletadas. Além disso os autores também afirmaram que a presenca de Alternaria
sp. em sementes e posteriormente nas mudas de Sesbania, mostrou que esse fungo pode ser
transmitido para a planta no campo, causando alto indice de doencas, redugdo da massa verde e
altura de plantas. Nota-se no estudo de Cherobini e colaboradores (2007), que a procedéncia das
sementes de S. virgata influenciou nos géneros de fungos ocorrentes em suas sementes, 0 que ja
foi mencionado anteriormente a respeito dos dados encontrados no presente estudo.

Sabe-se que a quantidade de metabdlitos das plantas pode sofrer influéncia de fatores
ambientais, fisicos e quimicos, podendo variar até mesmo entre populacdes (Gobbo-Neto e Lopes
2007, Bhadoria 2011). Esse fato foi constatado por Id et al. (2015) e Id (2016), que verificaram
que a quantidade encontrada do flavonoide catequina, foi diferente entre dez populagdes de S.
virgata e que esse metabdlito é encontrado em maior quantidade em suas sementes do que em
suas folhas.

No presente estudo, o género Alternaria sp. ndo apresentou alta incidéncia nas sementes
de S. virgata, como no trabalho de Cherobini et al. (2007) e mesmo desempenhando grau de
severidade ‘intenso’, os isolados em questdo sofreram diminui¢fes significativas do seu
crescimento micelar, quando aplicados os tratamentos de extratos aquosos dos tegumentos de S.
virgata. Isso evidencia que a procedéncias das sementes de S. virgata, oriunda de populac6es
produtoras de catequina (Id et al. 2015), causou diminui¢do no crescimento micelar do fungo em
questdo, justamente por ter a presenca de substancias fitotoxicas, incluindo catequina.

O flavondide catequina, mesmo encontrado em outras espécies vegetais, apresenta
atividade antifungica, como demonstrado por Borges et al. (2017). Essa sensibilidade de
Alternaria sp. quando em contato com 0s extratos aquosos produzidos por tegumento de S.

virgata e a baixa frequéncia no tegumento das sementes da espécie, corroboram os dados
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encontrados no ensaio de germinacdo de sementes de S. virgata infectadas com isolados, no qual
os fungos nédo causaram efeitos significativos no processo germinativo e ndo geraram danos letais
para as sementes.

Cladosporium sp. pode apresentar comportamento saprofitico, quando detectado em alta
incidéncia, podendo reduzir o poder germinativo das sementes (Vechiato & Parisi et al. 2013),
porém também pode se apresentar como um fungo patogénico facultativo, ndo gerando grandes
danos a semente colonizada (Maciel et al. 2012, Shreelalitha e Sridhar 2015). Ao ser transmitido
das sementes para as plantulas, pode causar danos mais significativos a espécie infectada
(Lisboa-Padulla et al. 2009), como foi visto em mudas de S. virgata (Cherobini et al. 2007).

Além disso, sabe-se que fungos desse género sdo encontrados em algumas sementes,
formando uma barreira contra a entrada de outros fungos, que causam danos a semente, atraves
da liberacdo de micotoxinas (Rezende et al. 2013). Dessa forma, também podem atuar
beneficamente na germinacdo, através do rompimento do tegumento, facilitando a germinacao
de sementes com dorméncia fisica (Delgado-Sanchez et al. 2011). Ou seja, 0 género pode trazer
beneficios a semente hospedeira, protegendo contra os ataques de outros patdgenos e auxiliando
no processo germinativo.

Em relacdo a sua severidade, foi verificado, no atual trabalho, que Cladosporium sp.
demonstrou grau ‘intenso’ e mesmo sendo um patogénico facultativo, mostrou maior frequéncia
de severidade, nas sementes das populacdes ndo produtoras de catequina. Ja sobre o
desenvolvimento micelar dos isolados de Cladosporium sp., notou-se que ndao houve nem
prejuizo e nem beneficios com a presenca dos extratos aquosos de tegumento de S. virgata. Além
dos isolados ndo causarem danos para 0 processo germinativo das sementes de S. virgata, ndo
causou danos letais as mesmas, como Visto nos ensaios de contaminagdo das sementes de S.

virgata. Sobre isso, sabe-se, em geral, as sementes com tegumento mais duro sofrem menos os
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efeitos da contaminacdo de determinados géneros de fungos, do que as sementes de tegumento
menos duro (Salustiano et al. 2005).

Ou seja, 0 género em questdo pode ser do tipo que possui mecanismos para tolerar a
exsudacdo dos aleloquimicos de S. virgata, chegando até a favorecer as sementes do banco se
sementes da espécie, por auxiliar no rompimento de seu tegumento, dando inicio ao seu processo
germinativo (Berendsen et al. 2012).

Ja Phoma sp. se mostrou muito incidente e severo, sendo sua severidade mais representada
nas sementes de S. virgata, oriundas das populagdes produtoras de catequina. Além disso,
também foi verificado um aumento significativo do crescimento micelar desses isolados, apds a
aplicacdo dos extratos vegetais. Os fungos presentes no solo podem ser atraidos para as sementes
em resposta aos exsudatos, em geral com contetido nutritivo, que sdo liberados pelas sementes
durante a embebicédo, no processo germinativo (Nelson 2004). A modificacdo na disponibilidade
de compostos nutricionais, ocasionada pelas caracteristicas edaficas (Long et al. 2009), é um
fator determinante para o crescimento microbiano, que entrard em contato com a semente e por
consequéncia, alterara sua persisténcia no solo (Wagner e Mitschunas 2008, Pakeman et al.
2012).

Por outro lado, como demonstrado por Coelho et al. (2019), o crescimento micelar de
espécies de fungos micorrizcos foi estimulado, quando em contato com substancias exsudadas
por sementes de S. virgata. O que sugere que algumas substancias podem ser toxicas para
determinadas espécies ou benéficas para outras, dependendo do papel que desempenham.

Outro ponto verificado nos ensaios desse estudo, foi que, quando os isolados de Phoma sp.
foram aplicados isoladamente em sementes de S. virgata, foi verificado que houve aumento da
mortalidade de sementes pos-germinadas da espécie. O processo germinativo das sementes é um
dos estagios mais sensiveis das espécies vegetais, estando sujeito as variagdes de fatores como

substrato, temperatura, gases, umidade e luminosidade (Cosmo et al. 2017). As condigdes
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favoraveis de temperatura e umidade do ambiente a que, muitas vezes, as sementes de espécies
florestais sdo submetidas, favorecem a incidéncia de fungos, tanto no campo como no
armazenamento (Cherobini et al 2007).

Como consequéncia, sementes infectadas por fitopatdgenos podem ter reducdo da
germinacao, possibilitando a disseminacdo de doencgas transmitidas por sementes para areas de
viveiros de mudas (Carneiro 1987, Santos et al. 2011). A associacdo de fungos em sementes de
espécies nativas pode reduzir a germinacdo e emergéncia de plantulas em sementeiras,
disseminar os patdgenos e, consequentemente, reduzir o estabelecimento das plantas no campo,
pois ao se multiplicar semente infectada, simultaneamente, multiplica-se o fungo (Fagan et al.
2004).

Phoma sp. é encontrado em sementes florestais (Carmo et al. 2017), sendo muitas vezes
responsavel pela podriddo de sementes (Santos et al. 2000). Existem inclusive estudos, que
mostram seu papel no controle de determinadas espécies vegetais, das familias Brassicaceae,
Fabaceae e Rosaceae (Bailey et al. 2011), sendo capaz de produzir toxinas detectadas no seu
micélio e em seu substrato de crescimento (Graupner et al. 2003). Certamente, quando em
contato com sementes de S. virgata no campo, a a¢do danosa e toxica de Phoma sp. seja inibida
através da presenca de outros fungos, que podem liberar substancias micotoxicas, como os fungos
do género Cladosporium sp. (Rezende et al. 2013).

Alguns fungos mostraram uma maior intensidade de severidade, em relacdo a outros,
independente da sua maior ou menor incidéncia em sementes de S. virgata, de mesma origem.
Isso pode estar relacionado & algum tipo de competicdo que ocorra entre as espécies, favorecendo
uma maior atividade de alguns fungos, atrelado ao fato da presenca ou auséncia dos
aleloguimicos presentes no tegumento das sementes de S. virgata, que favorece o

desenvolvimento de algumas espécies em relagdo a outras.
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A constatacdo da presenga de microrganismos, na semente, ndo € suficiente para garantir
que irdo infectar a planta proveniente dessa semente, ja que fatores como como quantidade de
inéculo, microflora do solo, bem como da prdpria semente, condi¢Bes climéticas e o tempo de
sobrevivéncia do patdgeno na semente, podem que influenciam na transmissdo (Cherobini et al.
2007). Assim, a associacdo do patdgeno-semente indica um potencial de transmissdo e possivel
estabelecimento da doenga em campo.

No geral, sementes podem se proteger de infecgdes letais através de mecanismos como
barreiras fisicas, tornando suas sementes impermeaveis aos patogenos, através de defesas
quimicas enddgenas, pela germinacdo rapida de sementes e pela producdo de quimicos que
favorecam associacfes benéficas com outros microorganismos, eliminando agentes com
potencial saprofitico (Dalling et al. 2011). Esse ultimo mecanismo pode explicar as relacGes

ecoldgicas entre alguns fungos encontrados no tegumento de S. virgata.

CONCLUSOES
Dos seis géneros de fungos encontrados nas sementes de S. virgata, Phoma sp.,

Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp. e Fusarium sp. foram mais incidentes e apresentaram altas
taxas de severidade. J& Rhizopus sp. e Alternaria sp. foram o0s menos incidentes, mas
apresentaram grau de severidade ‘intenso’ nas sementes que foram encontrados.

A procedéncia teve relagdo direta com o comportamento dos fungos. Rhizopus sp. sé foi
encontrado em sementes das populacéo produtora de catequina, enquanto 0s outros cinco géneros
foram encontrados em ambas as procedéncias, mesmo 0s menos incidentes como Alternaria sp.
Este género, apesar de pouco incidente, apresentou intensa severidade nas sementes provenientes
de ambas as populacbes. Phoma sp. apresentou alta incidéncia nas sementes das populac6es
produtoras de catequina, Fusarium sp. e Pestalotiopsis sp. foram altamente incidentes e severos
nas sementes de ambas as procedéncias e Cladosporium sp. foi mais incidente e severo nas

sementes oriundas de populac¢Ges ndo produtoras.
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Os metabolitos presentes podem ser significativos para o crescimento de alguns fungos,
onde foi possivel notar que existe relagdo entre esse crescimento micelar, entre a frequéncia do
fungo em questdo e entre os danos ocasionadas nas sementes, como Alternaria sp., que foi pouco
presente, teve seu crescimento micelar reduzido quando em contato com substancias oriundas do
tegumento de S. virgata e ndo causou danos letais a germinagdo da espécie.

Ja Phoma sp., que foi um dos fungos mais frequentes, com alta severidade e teve um
aumento no seu crescimento micelar, quando a colonia foi tratada com os extratos, quando
analisado isoladamente, foi capaz de gerar danos letais as sementes de S. virgata. O fungo
Cladosporium sp. também foi altamente frequente, porém ndo se mostrou potencialmente letal
para as sementes de S. virgata, podendo agir como um fungo protetor para tais sementes.

Isso mostra que S. virgata ndo sé possui vantagens adaptativas no meio, por produzir
substancias antifingicas, como também possui fungos essenciais para sua sobrevivéncia, ja que
podem controlar o crescimento de outros fungos potencialmente letais para a existéncia do seu

banco de sementes no solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi possivel constatar que Sesbania virgata apresenta caracteristicas
ecoldgicas importantes para uma espécie superdominante, como rapidas e altas taxas de
germinagcdo e eficiente desenvolvimento em condigdes naturais. Além disso, também apresentou
boa germinacdo em solos antropizados e bom e continuo desenvolvimento, mesmo quando as
irrigacdes limitantes foram aplicadas. Essas respostas mostram que a espécie é capaz de se
adaptar e se desenvolver mesmo em condi¢des consideradas ndo adequadas para espécies
vegetais em geral.

Devido a essa plasticidade e as suas caracteristicas ecoldgicas, a espécie pode ser uma boa
opcéo para programas de restauracdo em condicBes de impacto mais drastico.

Os dados mostraram que os metabdlitos, provenientes do material foliar de S. virgata,
podem perdurar no solo durante certo tempo, visto os resultados obtidos a respeito do
desenvolvimento de Mimosa bimucronata, uma das espécies utilizadas para se testar a
fitotoxicidade dos metabolitos de S. virgata em condi¢6es ndo controladas.

De acordo com os dados obtidos em laboratorio, a procedéncia das sementes influenciou
na presenca de determinados géneros de fungos, encontrados nos tegumento de S. virgata. Isso
foi comprovado, analisando o efeito desses metabolitos, incluindo catequina, no crescimento
micelar dos trés géneros estudados, onde foi possivel notar que existe relacdo entre esse
crescimento micelar, entre a frequéncia do fungo em questao e entre os danos ocasionadas nas
sementes.

Isso mostra que S. virgata ndo s6 possui vantagens adaptativas no meio, por produzir
substancias antifangicas, como também possui fungos essenciais para sua sobrevivéncia, que nao
Ihe causam maleficios e aparentemente podem auxiliar a espécie em processos como a

germinacdo, através da quebra de dorméncia. Suas substancias podem controlar o controlar o
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crescimento de outros fungos potencialmente letais para a existéncia do seu banco de sementes
no solo.

A agressividade da espécie pode, portanto, ser justificada por suas caracteristicas
ecoldgicas e por sua plasticidade em relacéo as condi¢Ges ambientais de desenvolvimento, porém
também pode ser atribuida a sua capacidade de produzir substancias, que podem Ihe conferir
vantagens adaptativas no meio natural. Essas substancias, que possuem efeito em condi¢fes ndo
controladas, podem beneficia-la durante o processo competitivo com outras espécies vegetais e
podem auxilia-la no controle da microbiota, capaz de causar danos em seu processo germinativo
e por consequéncia, ao seu desenvolvimento. Esse conjunto de atributos podem justificar seu
comportamento de espécie superdominante, comportamento esse que pbéde ser observado no
campo, onde foram coletados 0s materiais vegetais de S. virgata para a conducédo desse estudo e
de trabalhos anteriores.

Portanto, apesar do seu potencial de uso, esse tipo de comportamento requer alguns
cuidados e trabalhos de bases como esse se tornam de grande utilidade, ja que ndo sO as
caracteristicas ecoldgicas da espécie devem ser observadas, como também sua capacidade de
controlar outras espécies vegetais ao seu redor, atraves de mecanismos ecofisioldgicos como a
alelopatia. Estudos que compreendam melhor esse tipo de relacdo entre espécies e quais
mecanismos estdo envolvidos podem fomentar mais adequadamente as pesquisas voltadas para

a elaboracéo das praticas envolvidas na restauracao de uma area degradada.
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