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ROCHA, Juliana Silva. Respostas alelopaticas de mudas de espécies arbdreas
nativas a exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens Stapf. 40 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2018.

RESUMO

A dificuldade em recuperar areas degradadas se deve, em parte, a grande capacidade
competitiva de gramineas invasoras instaladas nessas areas, que além de produzirem
uma maior quantidade de matéria seca, sdo capazes de produzir metabdlitos
secundarios com acdo alelopatica. A espécie Brachiaria decumbens Stapf, graminea
bastante utilizada como pastagem, produz e langa aleloquimicos no ambiente, o que
interfere direta e indiretamente no crescimento e metabolismo de espécies de plantas
nativas e cultivadas. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito alelopético direto de
exsudatos de raiz de B. decumbens sobre duas espécies arbéreas nativas de diferentes
estagios de sucessdo ecoldgica: Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, ndo-pioneira, e
Heliocarpus popayanensis Kunth, pioneira. Foram avaliados parametros fisiologicos,
bioquimicos e morfoldgicos das mudas cultivadas em areia e tratadas ou ndo com
exsudatos de raiz da graminea. Além disso, foram realizados ensaios de germinacao,
avaliando a porcentagem e a velocidade de germinagdo das sementes submetidas ou
nao ao tratamento com exsudatos de raiz de B. decumbens. H. popayanensis
apresentou uma reducdo da taxa fotossintética e da condutancia estomatica quando
tratadas com exsudatos de raiz de B. decumbens, enquanto que C. estrellensis
apresentou reducdo da eficiéncia méaxima do fotossistema Il e da condutancia
estomatica em resposta ao tratamento com exsudatos de raiz. O exsudato da graminea
também afetou negativamente a atividade da enzima nitrato redutase nas folhas das
duas espécies, e 0 conteudo de proteinas nas raizes de H. popayanensis, além de
induzir o estresse oxidativo em ambas as espécies. Com relacdo ao crescimento das
mudas, H. popayanensis apresentou reducao do comprimento de raiz e parte aérea, e
C. estrellensis, da éarea foliar e da massa seca de folhas em mudas tratadas com
exsudato de raiz de B. decumbens. Além disso, o tratamento teve influéncia negativa
sobre a germinacdo das sementes da espécie pioneira, reduzindo a porcentagem de
germinacdo e massa seca de raizes de plantulas. Os exsudatos das raizes de B.
decumbens apresentaram potencial alelopatico direto sobre as espécies arbéreas
nativas, o que pode contribuir para a dificuldade de estabelecimento destas espécies em
areas ocupadas por essa graminea.

Palavras-chave: Alelopatia. Urochloa. Pioneira. Nao-pioneira. Germinagcdo de
sementes. Fotossintese.



ROCHA, Juliana Silva. Allelopathic responses of seedlings of native tree species to
root exudates of Brachiaria decumbens Stapf. 40 p. Dissertation (Master’s Degree in
Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The difficulty in recovering degraded areas occur in part, due to the great
competitiveness of invading grasses, that in addition to produce a high amount of dry
matter, are able to produce secondary metabolites with allelopathic action. Brachiaria
decumbens Stapf, a grass widely used as pasture, produces and launches
allelochemicals in the environment which directly and indirectly interfere with the growth
and metabolism of native and cultivated plant species. The objective of this study was to
evaluate the direct allelopathic effect of B. decumbens root exudates on two tree species
of different successional stages: non-pioneer, Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, and
pioneer, Heliocarpus popayanensis Kunth. We evaluated physiological, biochemical and
morphological parameters of sand-grown seedlings treated or not with root exudates of
the grass. In addition, germination assays were carried out, evaluating the percentage
and germination speed of the seeds submitted or not to the treatment with root exudates
of B. decumbens. H. popayanensis presented a reduction of photosynthetic rate and
stomatal conductance when treated with B. decumbens root exudates, while C.
estrellensis showed a reduction in the maximum efficiency of photosystem Il and
stomatal conductance in response to treatment with root exudates. Grass exudates also
negatively affected nitrate reductase activity in the leaves of both species, and the
protein content in the roots of H. popayanensis, besides inducing oxidative stress in both
species. Regarding the growth of the seedlings, H. popayanensis showed reduction of
root and shoot length, and C. estrellensis showed decrease in leaf area and leaf dry
mass in seedlings treated with B. decumbens root exudates. In addition, the treatment
had a negative influence on seed germination of the pioneer species, reducing
germination percentage and dry mass of seedling roots. The exudates of B. decumbens
roots had direct allelopathic potential on native tree species, which may contribute to the
difficulty of the establishment of these species in areas occupied by this grass.

Keywords: Allelopathy. Urochloa. Pioneer. Non-pioneer. Seed germination.
Photosynthesis.
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1. Introducéo

Atualmente, cerca de 30 milhdes de hectares de areas de pastagens estédo
degradados, ou em processo de degradagdo no Brasil (Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento, 2016). Para a recuperacdo dessas areas, se fazem
necessarias, entre algumas medidas, o restabelecimento da flora local, objetivando o
equilibrio do sistema natural (RODRIGUES et al., 2000). O plantio de mudas nativas
em processos de reflorestamento visa, entre outros, ao estabelecimento das
espécies no campo, com o objetivo de restaurar a flora local e possibilitar que
florestas sejam biologicamente vidveis sem necessitar de futuras intervencdes
humanas (BRANCALION et al., 2010).

Para fins de reflorestamento, sédo utilizadas mudas de diferentes estadios de
sucessdo. Espécies pioneiras s&o intolerantes a sombra e, por possuirem
crescimento inicial rapido, permitem a cobertura inicial do solo e fornecimento de
sombra e condi¢des favoraveis ao desenvolvimento das ndo-pioneiras. Entre as néo-
pioneiras, estdo as espécies secundarias tardias, que apresentam crescimento mais
lento e sdo tolerantes & sombra, necessitando de sombreamento no inicio do
crescimento (KAGEYAMA e CASTRO, 1989; FERREIRA e DIAS, 2004).

Uma das dificuldades da recuperacdo de ambientes degradados ocupados
por gramineas exdticas € devido ao grande potencial de competicdo dessas plantas.
A alta competitividade se deve a maior producdo de massa seca em um curto
periodo (SANTOS et al.,, 2015), e aos produtos do metabolismo secundério, que
podem apresentar efeitos alelopaticos (INDERJIT, 1996). Alelopatia pode ser
definida como o efeito de uma planta sobre outra, ou sobre microrganismos, através
de compostos quimicos, chamados de aleloquimicos, langados por elas no ambiente
(RICE, 1984). Estes compostos, presentes em folhas, cascas, raizes, exsudatos das
raizes, flores e frutos, alteram a densidade e o desenvolvimento das plantas no
ambiente, ao interferirem, entre outros processos, na germinagdo e no crescimento
das plantas e na nitrificacdo no solo (GORLA E PEREZ, 1977; WEIR et al., 2004;
SOUZA et al., 2006; SUBBARAO et al., 2007).

Compostos alelopaticos podem agir sobre plantas de maneira direta ou
indireta. Quando de maneira direta, ha interferéncia no metabolismo da planta

receptora, afetando de forma geral processos como fotossintese, respiracéo,
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balanco de agua, condutancia estomatica, permeabilidade das membranas, divisao
e desenvolvimento de células, sintese de proteinas e atividade enzimatica (WEIR et
al., 2004). Por exemplo, sabe-se que o exsudato da raiz de Sorghum bicolor,
contendo Sorgoleone, inibe a atividade do fotossistema Il por meio da interrupcéo da
transferéncia de elétrons entre a plastoquinona A (Qa) e a plastoquinona B (Qg) em
tilacoides de Spinacea oleracea (NIMBAL et al., 1996). Aleloquimicos podem
interferir na germinagéo de sementes ao interromper a respiragéo, processo chave
para mobilizar carboidratos necessérios para o crescimento da plantula (FERREIRA
e AQUILA, 2000; MARASCHIN-SILVA e AQUILA, 2006). Podem também estar
associados a formagéo de espécies reativas de oxigénio, que resulta em danos as
proteinas, despolarizagdo da membrana celular com consequente aumento na
permeabilidade das membranas, peroxidacao lipidica e morte celular (ALMEIDA et
al., 2008).

J& no caso da alelopatia indireta, os aleloquimicos alteram a nutricdo ou a
microbiota do solo, o que poderia levar, assim, a efeitos sobre as plantas
(FERREIRA e AQUILA, 2000; HAIG, 2008). Faria et al. (2009) verificaram que houve
um decréscimo na colonizacdo de micorrizas em raizes de soja, milho e feijdo nos
solos tratados com extratos aquosos de folha de Pinus sp., Pennisetum americanum
e Stizolobium aterrimum. Esses extratos também reduziram o numero de esporos de
fungos micorrizicos, o que pode resultar em menor colonizacdo de raizes e,
consequentemente, menor absorcdo de agua e nutrientes do solo, reduzindo as
taxas de crescimento das plantas que ocupam estes solos.

Muitos estudos tém mostrado que espécies de braquiaria apresentam efeito
alelopético sobre diversas espécies vegetais. O género Brachiaria tem origem
tropical e subtropical africana. A espécie Brachiaria decumbens Stapf (sinonimia
Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster) foi introduzida no Brasil em 1952. Entre
0s anos de 1968 e 1972, iniciou-se um intenso monocultivo dessa espécie nos
cerrados brasileiros através de incentivos do governo, com grande importacdo de
sementes produzidas na Australia. A forrageira é utilizada em larga escala na
producé&o animal, sendo a mais utilizada para este fim no Brasil (VALLE et al., 2011).
Rodrigues et al. (2012) verificaram efeito alelopatico de extratos foliares de
gramineas do género Brachiaria sobre a germinacdo de 3 espécies de estilosantes,

Stylosanthes guianensis, S. capitata e S. macrocephala. Os resultados indicaram
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que houve efeito alelopético positivo ou negativo sobre a germinagéo; porém, este
efeito variou com a espécie estudada e com as concentracfes dos extratos foliares.

Kobayashi e Kato-Noguchi (2015) verificaram o efeito de extratos da parte
aérea de B. brizantha sobre o crescimento de raizes e coledptilos de Phleum
pratense e Lolium multiflorum, em diferentes estacdes do ano. Foi observado que a
atividade inibitéria varia com estagio de crescimento da braquiaria e que os efeitos
de inibicdo foram mais acentuados no verdo, em comparagdo ao inverno. Kato-
Noguchi et al. (2014) identificaram trés compostos alelopaticos de extratos foliares
de B. brizantha: (6R,9R)-3-oxo-a-ionol, (6R,9S)-3-oxo0-a-ionol e 4-ketopinoresinol.
Tais compostos foram responsaveis por inibir o crescimento de raizes e parte aérea
de plantulas de Lactuca sativa, P. pratense e L. multifiorum, o que poderia favorecer
a invasdo de diversos habitats pela graminea. A toxicidade de (6R,9R)-3-oxo-a-ionol
e (6R,9S)-3-oxo-a-ionol aumentou com aumento na concentragdo do composto,
enquanto que a inibicdo do crescimento de raizes e parte aérea com o tratamento
com 4-ketopinoresinol foi maior em concentragdes acima de 30 uM.

Efeito alelopético negativo sobre a germinacdo de Phalaris canariensis, L.
sativa e Melinis minutiflora também foi constatado por Barbosa et al. (2008) ao
estudar o potencial de invasédo de B. decumbens no Cerrado brasileiro, atribuindo
aos aleloquimicos lancados por ela no ambiente o sucesso competitivo da graminea.
Oliveira et al. (2016) observaram efeitos alelopéaticos de extratos de parte aérea de
B. brizantha e B. decumbens sobre a germinacdo de Guazuma ulmifolia (espécie
arborea pioneira). Ambas as gramineas apresentaram efeitos inibitorios sobre a
porcentagem de germinacdo e também sobre o tempo médio de germinacéo, sendo
que o0 aumento na concentragcdo do extrato resultou em menor porcentagem de
germinagdo. O tratamento com B. brizantha e B. decumbens resultou em reducé&o do
crescimento de raiz e parte aérea das plantulas de G. ulmifolia, e no aumento da
atividade das enzimas antioxidantes catalase e peroxidase.

Além do efeito alelopatico direto, resultados obtidos por Souza et al. (2006)
mostraram que B. decumbens reduziu os niveis de nitrato (NO3) do solo, e
aumentou os niveis de amonio (NH,"). Fernandes et al. (2011), ao estudarem a
alteracdo da nitrificacdo do solo por espécies de braquiaria, verificaram que houve
uma maior quantidade de nitrato no solo sem braquiaria, em comparacdo com o solo
de vasos contendo a graminea, atribuindo a esse resultado a inibi¢cdo da nitrificacao

pela braquiaria (FERNANDES et al., 2011). Inibicdo da nitrificacdo também foi
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constatada por Subbarao et al. (2009), em que exsudatos de raiz de B. humidicola
inibiram a nitrificacdo. Os autores identificaram esse composto como a
braquialactona, a qual age impedindo a atividade das enzimas amonia
monoxigenase e hidroxilamino oxidoredutase em Nitrosomonas spp. (SUBBARAO et
al., 2009).

Pereira et al. (2009) observou que a presenca de braquiaria afeta o
crescimento de mudas de espécies arboreas nativas em campo, sendo necessario o
manejo da graminea para o sucesso em projetos de reflorestamento. Zangaro et al.
(2016) observaram que a germinacdo e o crescimento de mudas de espécies
arboreas nativas na presenca de B. brizantha sdo afetados pela competicdo direta
das raizes na camada superficial do solo. Essa competicdo afeta em maior grau as
espécies pioneiras quando comparado com espécies nao-pioneiras, possivelmente
pelo fato de as primeiras apresentarem um menor didmetro das raizes, o que resulta
em menor captagdo por recursos do solo ocupado pela rede de raizes da graminea.
Por outro lado, espécies ndo-pioneiras apresentam maior didmetro das raizes, com
alta densidade de tecidos e baixo comprimento radicial especifico, sendo, portanto,
menos sensiveis a competicdo com B. brizantha (ZANGARO et al., 2016).

Pesquisas prévias do nosso laboratorio foram realizadas cultivando-se mudas
de espécies arboreas nativas, pioneiras e ndo-pioneiras, em solo tratado com
exsudato da raiz de B. decumbens (SILVA et al., 2017). Mudas de espécies
pioneiras tiveram seu crescimento mais prejudicado em relagdo as n&o-pioneiras
pelo tratamento com exsudatos de raizes de B. decumbens. Observou-se que houve
alteragcdes no metabolismo do nitrogénio das mudas tratadas com exsudatos de raiz
de B. decumbens, como reducdo dos niveis de nitrato e aminoécidos nas plantas.
Todavia, ndo esta claro se esses efeitos estdo associados a um efeito indireto na
nitrificagdo do solo ou a uma inibicdo direta do metabolismo das mudas. Devido a
isso, se faz necessério realizar mais estudos, a fim de analisar apenas os efeitos

alelopéticos diretos de B. decumbens sobre as espécies arboreas nativas.

2. Objetivo

Verificar o efeito alelopéatico direto de exsudatos de raiz de Brachiaria

decumbens sobre a germinagao, crescimento, metabolismo e fisiologia de mudas de
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Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (ndo-pioneira) e Heliocarpus popayanensis

Kunth (pioneira).

3. Hipdteses

Exsudatos de raiz de B. decumbens apresentam efeitos alelopaticos diretos,
interferindo negativamente na germinagdo, no crescimento, no metabolismo e na
fisiologia de espécies arbdreas nativas.

A espécie pioneira é mais afetada negativamente pelos exsudatos de raiz de

B. decumbens do que a ndo-pioneira.

4. Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos em paralelo: um para verificar o efeito
alelopético de exsudatos de raiz de B. decumbens sobre a germinacéo de sementes
de C. estrellensis e H. popayanensis (Experimento 1), e outro para verificar o efeito
sobre o crescimento, metabolismo e fisiologia das mudas dessas mesmas especies
(Experimento 2). Ambos os experimentos foram desenvolvidos na casa de

vegetacdo do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual de Londrina.

4.1. Material vegetal

Foram utilizadas as espécies arbdreas Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
e Heliocarpus popayanensis Kunth. Ambas as espécies ocorrem naturalmente na
Floresta Estacional Semidecidual, e foram selecionadas para a realizagdo do
experimento por serem espécies muito utilizadas em reflorestamentos.

Cariniana estrellensis pertence a familia Lecythidaceae. Conhecida como
jequitiba-branco ou estopeira, € uma arvore de grande porte, podendo atingir de 35
a 45 m de altura. Planta semidecidua no inverno, e caracteristica da floresta climax,
sendo classificada como secundaria tardia e, portanto, tolerante a sombra. O
florescimento se da entre os meses de outubro e dezembro e simultaneamente ha o
surgimento de novas folhas. Durante os meses de julho e setembro ocorre o
amadurecimento dos frutos, enquanto a planta j& esta totalmente sem folhas

(LORENZI, 2000). Esta espécie esté incluida na lista de espécies em extin¢do, e os
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exemplares sdo tidos como patriménio histérico (GATTI, 2002; Portaria n. 443
Ministério do Meio Ambiente, 2014).

Heliocarpus popayanensis pertence a familia Malvaceae. E conhecida
popularmente por algodoeiro, jangada-brava ou jangadeiro. Planta didica, de porte
médio, que pode atingir de 6 a 12 m de altura. E classificada como pioneira, sendo
assim intolerante & sombra. Floresce entre junho e julho e a maturagéo dos frutos
ocorre entre setembro e outubro (LORENZI, 2002). E comumente recomendada
para reflorestamento devido a sua rusticidade e crescimento acelerado
(BRANCALION et al., 2008).

A espécie Brachiaria decumbens Stapf (sinonimia Urochloa decumbens
(Stapf) R. D. Webster) pertence a familia Poaceae e é popularmente conhecida
como capim-braquiardo e braquiaria. No presente estudo, foi utilizado o género
Brachiaria pelo fato de o género Urochloa ndo ser amplamente aceito (The Plant
List, 2012). A espécie ocorre em regides tropicais e subtropicais, e € uma planta
semiereta, de 0,3 a 1 m de altura. Sua lamina foliar possui 10 a 25 cm de
comprimento, e é lanceolada, com base arredondada e ponta acuminada. Possui
inflorescéncia em panicula racemosa, e rizomas pequenos e duros (VALLE et al.,
2011). De origem africana, foi introduzida no Brasil em 1952, e entre 1960 e 1970,
foi largamente utilizada no cerrado e em outras regiées do Brasil. Atualmente, é a
forrageira mais utilizada na formacéao de pastagens no Brasil (COSTA et al., 2008;
VALLE et al., 2011).

4.2. Obtencéo dos exsudatos radiciais de B. decumbens

As sementes de B. decumbens foram semeadas em bandejas contendo areia
esterilizada, recebendo, semanalmente, solugdo nutritiva completa (Tabela 1). Elas
foram irrigadas com agua sempre que necessario. Apds um més, foram transferidas
20 mudas para o cultivo em hidroponia, em bandejas de 11 L, contendo 8 L de
solugdo nutritiva completa diluida oito vezes, com 1 mL de Fe-EDTA 100 mM
(Tabela 1) para cada litro da solug&o diluida. Essa solucao foi submetida a aeracéao
constante, sendo trocada semanalmente. Todo o cultivo se deu em casa de
vegetagdo com sombrite que bloqueia 50% da luminosidade e sem controle de
temperatura, nos meses de outubro de 2016 a fevereiro de 2017. Neste periodo a
temperatura média em Londrina-PR foi de 22°C + 0,25 e a umidade relativa de 65%

+ 1,4 (Instituto Agronémico do Parana, 2018).


http://www.novapdf.com

13

Para a coleta dos exsudatos de raiz de B. decumbens, as mesmas plantas
com 90 dias foram transferidas por 24 h para bandejas contendo 8 L de &gua
destilada sob aeracdo, um dia antes do tratamento das mudas de espécies nativas.

Os exsudatos foram obtidos semanalmente.

Tabela 1: Composigcéo da solu¢ao nutritiva completa.

Sal Concentracéo
(NH4)2S04 8 mM
KNOs3 16 mM
KH,PO,4 4 mM
K2SO4 8 mM
MgS04.7H.0 8 mM
CaCl,.2H,0 8 mM
H3BO3 368 uM
MnCl;.4H,0 72 uM
ZnCl, 6 uM
Na;Mo00O,4.H,O 1,6 uM
CuCl,.2H,0 2,4 uM
Solugéo Fe-EDTA (1000x) Concentracéo
Na,EDTA 89 mM
NaOH 90 mM
FeS0O4.7H,0O 100 mM

4.3. Experimento 1

Para avaliar a interferéncia de exsudatos de B. decumbens sobre a
germinagdo, as sementes de C. estrellensis e H. popayanensis foram semeadas em
vasos de 5 L contendo areia esterilizada e duas vezes por semana foram irrigadas
com 200 mL da solucdo de exsudato de raiz. O controle foi realizado com agua
destilada. Ao todo foram, cultivados 8 vasos por espécie de planta, quatro para cada
tratamento, contendo 50 sementes em cada vaso.

ApoOs a semeadura, foi realizada, diariamente, a contagem das sementes

germinadas, até o ponto em que ndo fosse observado aumento no numero de
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plantulas, e como critério foi utilizado a observacdo do aparecimento do hipocadtilo.
Foram determinados a taxa de germinacao e o indice de velocidade de germinacao
(IVG). A taxa de germinacdo foi feita a partir da porcentagem (%) do total de
sementes germinadas, ao final do experimento. IVG foi calculado segundo Edmond
e Drapala (1958): IVG = (N1 x G1) + (N2 x G2) + (Nn x Gn) / G1 + G2 + Gn, onde G
€ o0 numero de plantulas na primeira, na segunda e na enésima contagem, e N é o
numero de dias a partir da semeadura da primeira, segunda e enésima contagem.
Apos 23 dias de contagem para H. popayanensis e 40 dias de contagem para
C. estrellensis, as plantulas receberam solugdo nutritiva, semanalmente, sendo o
nitrogénio fornecido apenas na forma NOj; (Tabela 1). Ao final de um més do
tratamento com solucdo nutritiva, foram determinados parametros morfolégicos das
plantulas, como o comprimento da radicula e da parte aérea, e massa seca de
raizes, caules e folhas. Para a obtencdo da massa seca, as plantulas foram

mantidas em estufa a 60°C por sete dias.

4.4. Experimento 2

Primeiramente, as sementes de C. estrellensis e H. popayanensis foram
germinadas em bandejas contendo areia esterilizada. Ap6s dois meses, foram
transferidas duas plantulas para vasos de 1 L cada, contendo areia esterilizada. As
plantulas receberam semanalmente 90 mL de solugdo nutritiva diluida quatro vezes,
com 1 mL de Fe-EDTA para cada litro de solug&o, sendo o nitrogénio fornecido na
forma de NOj3 (Tabela 1). Para as espécies arbdreas nativas, foi fornecido nitrogénio
na forma de NOj™ para excluir qualquer possibilidade de efeito alelopatico indireto da
braquidria sobre a nitrificagdo (SUBBARAO et al, 2009). Essas mudas
permaneceram por 20 dias até iniciar o tratamento, para se aclimatarem as
condicdes de cultivo. Foram feitos dois tratamentos por espécie (com e sem
exsudato de raiz) com 15 vasos em cada tratamento. Para os tratamentos com
alelopéticos, a solucdo nutritiva foi preparada com exsudatos da raiz de B.
decumbens, enquanto que no controle ela foi diluida apenas em agua destilada.
Essas mudas foram submetidas ao tratamento por 50 dias, entre os meses de
janeiro e fevereiro de 2017, sendo a temperatura média e a umidade relativa para
Londrina de 25°C + 0,23 e 78% + 1,89, respectivamente, para este periodo (Instituto

Agron6mico do Parand).
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4.4.1. Analises Fisioldgicas

Foram determinadas as taxas de fotossintese liquida (A), condutancia
estomatica (gs), concentracdo intercelular de CO; (Ci) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (k), que foi calculada por meio da razdo A/C;. As analises de trocas
gasosas foram realizadas entre 8 e 10 h, utilizando-se um analisador portatil de gas
infravermelho (Irga) modelo LICOR 6400 XT (LI-COR Biosciences, Estados Unidos),
sob densidade de fluxo de fotons saturante de 1900 pmol m™? s, e fluxo de 400 mL
min.

Também foi determinada a eficiéncia do fotossistema Il utilizando-se um
fluorébmetro OS1p (Opti Sciences, Estados Unidos), que permite avaliar se houve
danos ao fotossistema I, resultando em fotoinibigcdo. As folhas foram mantidas no
escuro por 20 minutos com clipes especificos e a fluorescéncia inicial (Fo) foi medida
na face adaxial da folha. Em seguida, a fluorescéncia méxima (F,) foi analisada
apos pulso de irradiancia saturante e a fluorescéncia variavel (F,) foi calculada como
Fv = Fm — Fo. As andlises foram realizadas entre as 7 e 8 h. A eficiéncia quéantica
maxima do fotossistema Il foi calculada através da razao F./Fn (BAKER, 2008).

Com o auxilio do fluorémetro, também foram desenvolvidas curvas rapidas de
luz, a fim de se determinar a produtividade quéantica aparente do transporte de
elétrons (a), a taxa maxima de transporte de elétrons (ETRna) € 0 ponto de
saturacdo luminoso (PSL). Para essas analises, as plantas foram mantidas no
escuro por 30 min e entdo foi montada uma curva através do fornecimento de
intensidades luminosas crescentes de 0 a 500 ymol m? s™. Com os dados obtidos
foram realizados os célculos para a, ETRnmax € PSL no programa SigmaPlot 10.0
(San Rafael, Estados Unidos). O a é dado pela parte linear da curva, em que a taxa
de transporte de elétrons é diretamente proporcional a PAR (TAIZ e ZEIGER, 2013).
A ETR é calculada segundo a férmula: ETR = YII x PAR x 0,5 x 0,84, onde YIl é a
produtividade quéntica efetiva do fotossistema Il, 0,5 é o fator de transformacédo que
sugere excitacao uniforme dos fotossistemas | e Il, e 0,84 é o fator de correcdo que
se assume por apenas uma parte da luz incidente ser absorvida pelos pigmentos
fotossintetizantes (RASCHER et al., 2000). ETRnax € PSL sé@o obtidos por meio do
grafico plotado usando uma fung@o exponencial simples, o que resulta na seguinte
formula: f(x) = a(1-e™), e se obtém por meio desta ETRmax = &, € PSL = -In(0,1)/b
(RASCHER et al., 2000)
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No inicio da manh&, foi determinado o potencial de &gua das plantas
utilizando-se uma camara de presséao do tipo Schélander modelo 3115 (Soil Moisture
Equipment Corp, Estados Unidos). As plantas submetidas a andlise foram cortadas
acima da base do caule, e entdo colocadas na camara onde foi aplicada uma
pressdo até que se observasse a exsudacao da seiva do xilema no local do corte
(SCHOLANDER et al., 1965).

4.4.2. Anélises metabdlicas
4.4.2.1. Andlise de estresse oxidativo

O estresse oxidativo das plantas foi avaliado através da andlise de
peroxidacdo lipidica, segundo o método de Camejo et al. (1998), que dosa
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS). Na extracdo, foram pesados
0,1 g de raiz ou folha e macerados com metanol + acido tricloroacético (TCA) 0,2%,
e em seguida o extrato foi centrifugado por 5 min a 12000 rpm (4°C). Em uma
microplaca preta, foram adicionadas as aliquotas das amostras, o tampéo fosfato
salino (pH 7,4), TCA 50% e hidroxitoluenobutilado (BHT). Adicionou-se ao fim o
acido tiobarbiturico (TBA 1,3%) e colocou-se a placa em estufa a 60°C por uma hora
para entdo realizar a leitura da fluorescéncia, com comprimentos de excitagdo e de
emissdo 515 nm e 553 nm, respectivamente, no espectrofluorimetro de placas
VICTOR (PERKIN ELMER, Estados Unidos).

4.4.2.2. Andlise da enzima Nitrato Redutase

A atividade da enzima nitrato redutase nas folhas e raizes foi analisada
segundo método in vivo proposto por Stewart et al. (1986). Foram colocados 0,15 g
de tecido dentro de uma seringa e com o auxilio do émbolo foram puxados 5 mL de
um tampao de reacao (pH 7,5), preparado com fosfato de potéssio 0,05 M, nitrato de
potassio 0,05 M e propanol 1%. A saida da seringa foi fechada, e o @mbolo, puxado
a fim de se criar vacuo, para que o tampéo de reacdo penetrasse nos tecidos. Apés
incubar por 40 minutos no escuro, 0 meio de reacao foi utilizado para a dosagem de

nitrito utilizando o reagente de Griess.

4.4.2.3. Analise de Metabolitos Nitrogenados

Os metabolitos foram extraidos segundo o método de MCW descrito por
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Oliveira e Sodek (2013), que consistiu de trés etapas. No primeiro dia, 0,2 g de
raizes ou folhas foram macerados em nitrogénio liquido. Apds adicdo de 2 mL de
MCW (&lcool metilico + cloroférmio + a4gua destilada, 12:5:3, v:viv), as amostras
foram agitadas no voértex e armazenadas em geladeira. Apos 24 horas, as amostras
foram centrifugadas por 30 minutos a 4000 rpm separando-se sobrenadante e
precipitado.

Para a analise de proteinas, foi utilizado o precipitado, que foi lavado em agua
destilada e deixado em solugdo com NaOH 0,1 M por 24 h. As amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante foi coletado para a dosagem de proteinas. A
absorbancia das amostras foi lida a 595 nm, em uma microplaca contendo reagente
de Bradford e aliquotas das amostras, no leitor de microplacas Spectra Max PLUS
(Molecular Devices, Estados unidos) (BRADFORD, 1976).

Para a analise de amino&cidos totais, nitrato e amonio, foi utilizado o
sobrenadante da extragdo MCW. Depois de transferido para tubos falcon, foram
adicionados, para cada 1 mL de sobrenadante, 250 pL cloroférmio e 375 yL agua
destilada. Os tubos foram agitados e, ap6s 24 horas em temperatura ambiente, foi
coletada a fase aquosa superior em tubos eppendorf. Essas amostras foram
deixadas em banho-maria a 37°C por 24 horas. O volume das amostras foi medido e
elas foram armazenadas a -20°C para a posterior analise.

A reacdo para a analise de aminoécidos totais foi realizada em tubos de
ensaio com tampéo citrato 0,2 M (pH 5), ninhidrina 5% e KCN 10 mM. Os tubos
foram agitados e levados para banho Maria a 100°C por 20 min. Apés resfriados, foi
adicionado etanol 60%, e a absorbancia das amostras foi lida em 570 nm (YEMM e
COCKING, 1955). J& o conteudo de nitrato foi determinado apds a sua redu¢cao com
VCl; e posterior dosagem de nitrito usando o reagente de Griess (MIRANDA et al.,
2001). Para a determinagdo de amodnio, as amostras foram submetidas a reacao
com 250 yL de Reagente 1 (fenol 1% e nitroprussiato de sédio 0,2 mM) e 250 L de
Reagente 2 (NaOH 125 mM, Na;HPO,4 150 mM e NaClO 0,12%) em banho-maria a
37°C por 35 min e a absorbancia a 625 nm foi determinada (MCCULLOUGH, 1967).

4.4.2.4. Andlise de Clorofilas e Carotendides

Para a andlise dos pigmentos, foram coletados 0,1 g de tecidos foliares que,

ap6s macerados em nitrogénio liquido, foram homogeneizados em solucdo de
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acetona 80% em tampédo de fosfato de sodio 2,5 mM (pH 7,8). A suspensao foi
transferida para um tubo falcon e homogeneizada em vortex. Depois de
centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm, foram coletados os sobrenadantes e suas
absorbancias em 663,2 nm, 646,8 nm e 470 nm foram medidas no espectofotometro
Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific, Estados Unidos). Determinou-se a
quantidade de clorofila a (C,), clorofila b (Cp) e carotendides totais (Cy+c) da seguinte
forma: Co= (12,25 X Aees2 — 2,79 X Asses); Cb= (21,5 X Asass — 5,1 X Ags32); Cxsc=
(1000 x As70 — 1,82 x Ca — 85,02 x Cp)/198. Sendo Asss,2 a absorbancia a 663,2 nm,
Ass6,s @ absorbancia a 646,8 nm e A4z a absorbancia a 470 nm (WELLBURN, 1994).

4.4.3. Analises morfoldgicas

Ao final do experimento, foram coletados os seguintes dados morfolégicos
das mudas: didmetro da base do caule utilizando um paquimetro digital;
comprimento da raiz principal e da parte aérea com auxilio de uma régua
milimetrada; area foliar com um integrador de area foliar portatil modelo LI-3000CAP;
e massa seca de raizes, caules e folhas. A massa seca foi determinada apos a

secagem das plantas em estufa a 60°C por 7 dias.

4.5. Andlise estatistica

Foi realizado um delineamento experimental inteiramente casualizado. Foram
utilizadas 12 repeticbes por tratamento para analises morfolégicas, 9 para as
andlises de trocas gasosas, 4 para a analise de potencial de agua e 6 para as
demais analises fisiologicas, e 5 para as andlises bioquimicas. Para os ensaios de
germinagdo, cada vaso foi considerado uma repeticdo, obtendo-se assim quatro
réplicas. Foi testada a distribuicdo normal dos dados, de acordo com o teste de
Shapiro-Wilk, e a homogeneidade de variancias, de acordo com o Teste F. Os dados
foram submetidos ao teste t de Student ao nivel de significancia de 5% (0=0,05) com
0 programa Statistica. A comparacéo se deu entre as plantas tratadas com exsudato

de raiz e as plantas tratadas com 4gua destilada dentro de cada espécie.
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5. Resultados

5.1. Experimento 1

Os exsudatos de raiz de B. decumbens levaram a uma redugéo apenas da
taxa de germinacdo e da massa seca de raizes de H. popayanensis (18,4% e 23,9%
em relacdo ao tratamento sem exsudato de raiz, respectivamente). J& para a
espécie C. estrellensis, os exsudatos de raiz ndo afetaram nenhum dos parametros

avaliados de germinagéo de sementes e morfologia de plantulas (Tabela 2).

Tabela 2: Germinacdo e atributos das plantulas oriundas de sementes de
Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis tratadas com exsudatos de raiz
de Brachiaria decumbens (+ER) ou agua destilada (-ER). Os valores representam
médias + EP (n=4). * indica diferenca significativa entre os tratamentos, de acordo
com teste t de Student (P < 0,05).

H. popayanensis  H. popayanensis C. estrellensis  C. estrellensis

-ER +ER -ER +ER
Taxa de germinacao
%) 68,00 + 3,83 55,50 £2,22 * 65,00 + 1,00 67,00 +1,91
0
VG 364,40 + 25,53 291,65 + 18,31 288 + 8,13 335,49 + 20,90
Comprimento da raiz
o 14,90 + 0,30 14,27 +0,13 13,55+ 0,23 13,80 + 0,25
principal (cm)
Comprimento da parte
4,33 +0,10 4,20 +0,19 5,65 + 0,09 5,67 £0,10
aérea (cm)
Massa seca da raiz
14,17 + 0,37 10,79 + 0,49 * 37,92+1,81 43,89 + 2,05
(mg)
Massa seca do caule
7.46 + 0,54 6,26 £ 0,33 26,09 + 0,99 25,81 + 0,89
(mg)
Massa seca das folhas
(Ma) 2558 + 2 .06 21,19+1,30 56,54 + 2,42 57,33+ 2,46
mg ,08 £ 2,

5.2. Experimento 2

5.2.1. Andlises fisiolégicas

Plantas de H. popayanensis controle apresentaram aumento de 31% na taxa
de fotossintese liquida em comparagdo as mudas que receberam o tratamento com

exsudato de raiz (Figura la). Ja para C. estrellensis, ndo houve reducdo na taxa
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fotossintética quando tratadas com aleloguimicos de B. decumbens (Figura 1a).
Para as duas espécies, a condutancia estomatica foi menor nas mudas tratadas com
exsudatos de raiz, em comparacdo com as mudas que receberam apenas agua
destilada, caindo de 0,13 para 0,09 mol m? s™ em H. popayanensis, e de 0,06 para
0,04 mol m? s em C. estrellensis (Figura 1b). A concentragéo intercelular de CO;
ndo diferiu entre os tratamentos (Figura 1c). A eficiéncia instantédnea de carboxilagdo
foi 32% maior nas plantas de H. popayanensis que receberam apenas agua
destilada em comparacdo com aquelas tratadas com exsudatos de raiz de B.
decumbens, enquanto que para a espécie nao-pioneira ndo houve diferenca

significativa entre os tratamentos (Figura 1d).
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Figura 1: Fotossintese liquida (a), condutancia estomatica (b), concentracdo
intercelular de CO; (c) e eficiéncia instantanea de carboxilagcdo (d) das folhas de
mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis tratadas com
exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens (+ER), ou 4gua destilada (-ER). Os
valores representam médias + EP (n=9). * indica diferenga significativa entre os

tratamentos, de acordo com teste t de Student (P < 0,05).


http://www.novapdf.com

21

Individuos de H. popayanensis, quando submetidos ao tratamento com
exsudato de raiz, ndo apresentaram diferenca significativa em comparagcdo as
mudas que ndo receberam o tratamento com relagdo aos parametros F./Fm, 0,
ETRmax € PSL (Tabela 3). J& com a espécie C. estrellensis, pode-se observar
reducéo de F,/F, de 0,70 para 0,64, da ETRma de 66 para 46 ymol m? s™ e do PSL
de 443,76 para 325,18 umol m? s das mudas tratadas com exsudados de raiz de
B. decumbens em comparac¢do com as mudas tratadas apenas com agua destilada
(Tabela 3).

Tabela 3: Eficiéncia méxima do fotossistema Il (F./Fn), produtividade quéantica
aparente do transporte de elétrons (a), taxa maxima de transporte de elétrons pelo
fotossistema 1l (ETRmax) © ponto de saturagdo luminoso (PSL) de mudas de
Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis tratadas com exsudados de raiz
de Brachiaria decumbens (+ER) ou agua destilada (-ER). Os valores representam
médias + EP (n=6). * indica diferenca significativa entre os tratamentos, de acordo
com teste t de Student (P < 0,05).

H. popayanensis H. popayanensis C. estrellensis C. estrellensis
-ER +ER -ER +ER
Fo/Fm 0,69 + 0,008 0,65 + 0,014 0,70 + 0,009 0,64 +0,011*
a 0,19 + 0,002 0,18 + 0,004 0,24 + 0,007 0,21 + 0,009
ETRmax (umol m?s™) 59,63 + 3,01 62,97 + 9,84 66,00 + 2,65 46,00 + 3,51*
PSL (umol m?s™) 488,77 + 26,6 545,84 + 96,33 443,76 + 24,19 325,18 + 23,71

A analise do potencial de 4gua ndo apresentou diferenca significativa em

nenhum dos tratamentos para ambas as espécies (Figura 2).
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Figura 2: Potencial de agua de mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana
estrellensis tratadas com exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens (+ER), ou
adgua destilada (-ER). Os valores representam médias + EP (n=4). * indica diferenca

significativa entre os tratamentos, de acordo com teste t de Student (P < 0,05).

5.2.2. Analises metabdlicas

Os niveis de peroxidacéo lipidica em raizes de H. popayanensis ndo foram
detectaveis pelo método utilizado (Figura 3a). Para C. estrellensis, as raizes de
plantas tratadas com exsudatos apresentaram maior peroxidacao lipidica (8,83 nmol
MDA g™) em comparagdo com as plantas tratadas apenas com agua destilada (4,74
nmol MDA g*). Ja nas folhas, C. estrellensis ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos, enquanto que H. popayanensis apresentou maiores niveis de
peroxidacdo lipidica nas plantas submetidas ao tratamento com exsudato de raiz de
B. decumbens (Figura 3b).

Com relacdo a atividade da enzima nitrato redutase, pode-se observar que a
maior atividade se da nas folhas em comparagdo com as raizes, nas plantas das
duas espécies estudadas. Nas raizes, somente H. popayanensis apresentou
diferenca significativa, sendo que as mudas tratadas com exsudatos de raiz
apresentaram maior atividade NR que o controle (Figura 4a). J& nas folhas, a
atividade da NR foi maior nas plantas que receberam apenas &gua destilada quando
comparados com as plantas tratadas com exsudato de raiz, em ambas as espécies
(Figura 4b).

O conteudo de NO3 em raizes e folhas de ambas as espécies ndo diferiu

entre os tratamentos (Figuras 5a e 5b). O mesmo ocorreu nas raizes, com relacao
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ao contetdo de NH4" (Figura 5c). Em H. popayanensis, o contetido de NH,;" nas
folhas foi 44% maior nas plantas tratadas com exsudato de raiz de B. decumbens
em comparagdo com as plantas tratadas somente com agua destilada, o que nédo se
deu com a espécie C. estrellensis. Raizes de plantas H. popayanensis tratadas com
exsudato de raiz apresentaram diminuicdo da quantidade de proteinas (4,06 mg g)
em comparagdo com as plantas que ndo receberam o tratamento (2,78 mg g™),
sendo que nas raizes de C. estrellensis ndo houve diferenca significativa (Figura 6a).
Nas folhas, o conteddo de proteina nao diferiu entre os tratamentos, em nenhuma
das espécies (Figura 6b). Os teores de aminoacidos totais em folhas e raizes de
ambas as espécies ndo foram afetados pelo tratamento com exsudatos de raiz de B.
decumbens (Figuras 6¢ e 6d).

O conteudo de clorofilas e carotenoides em folhas de H. popayanensis e C.

estrellensis ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (resultados

nao mostrados).
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Figura 3: Peroxidagéo lipidica (MDA - malondialdeido) de raiz (a) e de folha (b), das
mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis, tratadas com
exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens (+ER), ou &gua destilada (-ER). Os
valores representam médias + EP (n=5). * indica diferenga significativa entre os

tratamentos, de acordo com teste t de Student (P < 0,05).
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Figura 4: Atividade da enzima nitrato redutase (NR) de raiz (a) e de folha (b), das
mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis, tratadas com
exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens (+ER), ou 4gua destilada (-ER). Os
valores representam médias + EP (n=5). * indica diferenga significativa entre os

tratamentos, de acordo com teste t de Student (P < 0,05).
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Figura 5: Conteldo de nitrato (NO3") e amdnio (NH;") emraiz (a, c) e folha (b, d) das
mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis, tratadas com

exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens (+ER), ou 4gua destilada (-ER). Os
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valores representam médias + EP (n=5). * indica diferenga significativa entre os

tratamentos, de acordo com teste t de Student (P < 0,05).
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Figura 6: Contetudo de proteina e aminoacidos em raiz (a, c) e folha (b, d) das
mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis, tratadas com
exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens (+ER), ou 4gua destilada (-ER). Os
valores representam médias + EP (n=5). * indica diferenga significativa entre os

tratamentos, de acordo com teste t de Student (P < 0,05).

5.2.3. Andlises morfoldgicas

O tratamento com exsudato de raiz de B. decumbens afetou negativamente
0s comprimentos da raiz e da parte aérea de H. popayanensis (Tabela 4). Por outro
lado, diametro da base do caule, area foliar e massa seca de raiz, caule e folhas nao
diferiram entre os tratamentos na espécie pioneira. J4 para C. estrellensis as
reducdes das plantas tratadas com exsudatos foram sobre o didmetro do colo, area
foliar e massa seca de folhas (Tabela 4). No entanto, o comprimento da raiz e da

parte aérea e a massa seca de raiz e caule ndo apresentaram diferenca.
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Tabela 4: Atributos morfolégicos de mudas de Heliocarpus popayanensis e
Cariniana estrellensis, tratadas com exsudatos de raiz de Brachiaria decumbens
(+ER) ou &gua destilada (-ER). Os valores representam médias + EP (n=12). * indica
diferenca significativa entre os tratamentos, de acordo com teste t de Student (P <
0,05).

H. popayanensis H. popayanensis C. estrellensis C. estrellensis

-ER +ER -ER +ER
Comprimento da raiz
o 9,79 £ 0,39 7,63+0,28 % 12,69+ 0,78 11,68 £ 0,78
principal (cm)
Comprimento da parte
i 7,98 £ 0,16 6,01 £0,23 * 7,71 £ 0,15 7,68 £ 0,19
aérea (cm)
Diametro do colo
1,98 + 0,06 2,02 £ 0,05 2,35+0,03 2,12 + 0,06 *
(mm)
Area foliar (cm?) 28,37 + 1,74 27.05 + 1,87 58,26 + 2,66 38,65+ 2,61 *
Massa seca da raiz
41,25 + 2,49 34,50 £ 2,35 121,83 +11,73 117,17 £ 5,71
(mg)
Massa seca do caule
36,42 + 2,88 31,58 + 2,27 81,08 £ 2,90 78,17 + 2,76
(mg)
Massa seca das
93,83 + 7,84 96,08 £ 5,78 201,33 + 8,59 118,25 +6,39 *

folhas (mg)

6. Discusséao

Os resultados obtidos foram importantes na verificagdo das hipoteses
propostas. Entre elas esta que os exsudatos de raiz de B. decumbens apresentariam
efeitos diretos sobre a germinacdo de sementes, e de fato, H. popayanensis
apresentou redugdo das taxas de germinagdo, assim como, na massa seca de
raizes quando exposta a esse tratamento. Tais efeitos poderiam resultar em um
menor estabelecimento de plantulas de espécies nativas em campos ocupados por
gramineas, devido ndo s6 a menor porcentagem de germinagdo, mas também ao
menor acumulo de massa seca nas raizes das plantulas. De fato, o crescimento e
estabelecimento das pioneiras em solos tratados com exsudato de raiz de braquiaria
€ mais prejudicado em comparagdo com as nao-pioneiras (SILVA et al., 2017). A

maior sensibilidade de espécies pioneiras também se deve ao menor didmetro das
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raizes finas, que sdo mais prejudicadas em relagdo as espécies ndo-pioneiras na

competicdo com gramineas por recursos do solo (ZANGARO et al., 2016).

Martins et al. (2006) observaram reduc¢éo no IVG, assim como aumento na
porcentagem de sementes mortas de Panicum maximum tratadas com solugédo de
solo onde anteriormente foi cultivada B. brizantha. Senarathne et al. (2010)
verificaram em seu trabalho que B. brizantha e B. milliformis possuem efeitos
alelopéticos negativos sobre a germinacdo de Raphanus sativus, Capsicum annum,
Lycopersicom esculentum, Crotalaria junica e Chromoleana odorata, através do
tratamento das sementes com exsudatos de raiz, extrato de raizes frescas e secas,
e de solo contaminado com o cultivo da espécie. Em todos os tratamentos, a taxa de
germinagéao foi menor, em comparagao com o controle. B. brizantha e B. decumbens
apresentaram efeitos inibitérios sobre a germinagdo de G. ulmifolia, por meio do
tratamento das sementes com o extrato de tecido fresco. A porcentagem de
germinagéo foi menor com aumento da concentracdo do extrato, 0 que ndo ocorreu
com o IVG, que mesmo n&o havendo diferengca com as concentra¢des do extrato, foi
menor em comparagao com o controle. Extratos de B. brizantha e B. decumbens
também foram responsaveis por reduzir o comprimento da radicula e do hipocatilo
das plantulas de G. ulmifolia (OLIVEIRA et al., 2016).

Compostos alelopaticos podem interferir na producdo e no equilibrio de
horménios como etileno e acido abscisico, como resposta ao estresse, e, assim,
interferem na germinacdo e dorméncia das sementes. Sementes tratadas com
aleloquimicos apresentam maior producdo de espécies reativas de oxigénio e de
acido abscisico, o que induz o bloqueio da atividade metabdlica e a dorméncia das
sementes, enquanto que sementes tratadas somente com agua apresentam
aumento na producgdo de etileno que resulta na germinagdo e no crescimento das
plantulas (BOGATEK e GNIAZDOWSKA, 2007). A taxa de germinagcédo pode ser
também afetada por compostos alelopéaticos que agem sobre a permeabilidade de
membranas, transcricdo, traducdo de genes e respiracdo (FERREIRA e AQUILA,
2000).

Em C. estrellensis, o tratamento com exsudato de raiz de B. decumbens nao
resultou em efeitos negativos sobre a germinagédo, o que ajuda a confirmar a
segunda hipétese do presente estudo, de que espécies pioneiras sdo mais afetadas

negativamente por compostos quimicos langados pelas raizes de B. decumbens do
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gue as nao-pioneiras. Coerente com esse resultado, ao avaliar a possibilidade da
recuperacdo de areas degradadas com semeadura a lango de espécies arboreas,
Araki (2005) observou que a germinacdo de espécies pioneiras foi afetada,
principalmente, pela competicdo com B. decumbens, o que ndo ocorreu com
espécies ndo-pioneiras.

Foi observada reducéo da fotossintese liquida nas mudas de H. popayanensis
tratadas com exsudato de raiz, no entanto, em C. estrellensis ndo houve diferenca
entre os tratamentos. Para as duas espécies, o tratamento com exsudato de raiz de
B. decumbens resultou em diminuicdo da condutancia estomatica, sem, no entanto,
reduzir a concentracdo intercelular de CO,. Essa queda na condutancia estomatica
para as duas espécies pode estar relacionada com o potencial de agua que néo
apresentou diferengca entre os tratamentos, sendo o fechamento estomatico
necessario para a manutencdo do turgor celular. Além disso, a queda na
condutancia estomatica em C. estrellensis ndo resulta em queda na fotossintese
liquida, o que pode estar relacionado a uma maior eficiéncia no uso da 4gua dessa
espécie. A eficiéncia instantdnea de carboxilacdo foi menor nas plantas de H.
popayanensis submetidas ao tratamento com exsudato de raiz. No entanto, analises
da eficiéncia maxima do fotossistema Il mostraram que ndo houve diferenca entre
plantas de H. popayananesis tratadas com exsudato de raiz e as plantas controle,
podendo, dessa forma, inferir que a reducdo das taxas fotossintéticas para essa
espécie ndo foi devido a danos causados ao fotossistema I, ou entdo & menor
concentracdo de CO; nas células do mesofilo, mas a uma menor eficiéncia na
fixagéo de carbono.

Diversos trabalhos relatam que compostos alelopéaticos podem alterar e até
inibir a atividade de algumas enzimas como fosforilases e ATPases (JOHN e
SARADA, 2012). Outros autores reportam que menores taxas fotossintéticas sdo em
consequéncia do menor acumulo de pigmentos fotossintetizantes (YANG et al.,
2002), porém, ndo se observou reducdo de clorofilas e/ou carotendides com o
tratamento com exsudato de raiz de B. decumbens para este trabalho. Portanto, a
reducdo da fotossintese liquida pode ser devido a inibicAo de enzimas importantes
na assimilagdo de carbono. Menor taxa fotossintética foi relacionada, por Junaedi et
al. (2007), com a menor expressdo do gene da enzima ribulose 1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), que catalisa a fixagdo de CO, ou O, na molécula

de ribulose 1,5- bisfosfato, em plantas de arroz crescidas na presengca de
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Echinochloa crus-galli. Nesse sentido, a reducdo na fotossintese liquida, pode
resultar em aumento do estresse oxidativo, como observado com o0 aumento da
peroxidacao lipidica em folhas de H. popayanensis. No entanto, além da inibigcdo da
expressdo do gene, a Rubisco pode estar desviando a catalise para a
fotorrespiragéo, resultando em menor fixagcdo de CO, como foi observado nas folhas
de H. popayanensis tratadas com exsudado de raiz de B. decumbens. Além disso,
durante o processo de fotorrespiragdo sao produzidas quantidades significantes de
NH4" através da conversdo de duas glicinas a serina (YAMAYA e MATSUMOTO,
1984; HUSTED et al., 2002). Interessantemente, observou-se um actimulo de NH;"
em folhas de H. popayanensis tratadas com o exsudato.

Em C. estrellensis, o exsudato de raiz, além da redugdo na conduténcia
estomatica, provocou reducdo na eficiéncia maxima do fotossistema IlI, na taxa
méaxima de transporte de elétrons e no ponto de saturacdo luminoso, sem, no
entanto, afetar a fotossintese liquida. Tais pardmetros ndo interferiram nas taxas
fotossintéticas provavelmente por serem medidas em niveis de luz saturante, ou
seja, a fotossintese méxima. Reducédo de F.,/F, esta relacionada a algum tipo de
estresse causado na planta, associado a danos ao fotossistema |l e estresse
oxidativo (REIGOSA et al., 2001; BOUCHAGIER et al., 2008). Bouchagier et al.
(2008) verificaram redugcédo de F./Fn de Gossypium hirsutum causados pela
presenca de fragmentos de rizoma de Cynodon dactylon no solo, assim como
aumento da resisténcia estomatica. Extratos foliares de Caryocar brasiliense
resultaram em reducdo de F,/F, e da taxa de transporte de elétrons em Bidens
pilosa e Zea mays, 0 que pode ter induzido estresse oxidativo, observado pela
producédo de MDA nas folhas (OLIVA, 2006). De fato, mudas de C. estrellensis
tratadas com exsudato de raiz exibiram maior estresse oxidativo, evidenciado pela
maior peroxidacao lipidica nas raizes.

Ambas as espécies apresentaram estresse oxidativo em resposta ao
tratamento com exsudato de raiz de B. decumbens: H. popayanensis com maior
producéo de MDA nas folhas, e C. estrellensis com maior produgédo de MDA nas
raizes. O estresse oxidativo € uma consequéncia de elevados niveis de espécies
reativas de oxigénio, que interferem em processos metabdlicos essenciais e
resultam em prejuizos para a planta (FAROOQ et al., 2013). Extratos foliares de
Ricinus communis e Lantana camara aplicados sobre Z. mays resultaram em

aumento na peroxidacdo lipidica acompanhada de reducdo no crescimento das
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raizes (NAZ e BANO, 2014). Sucur et al. (2013) também observaram aumento na
peroxidacdo lipidica de Glycine max apds 72 horas da aplicagdo do extrato foliar de
Thymus serpyllum. Alguns compostos quimicos que agem como alelopaticos podem
interferir na permeabilidade das membranas biolégicas, induzindo seu rompimento e
causando a morte celular (SUCUR et al., 2013).

O exsudato de raiz de B. decumbens interferiu na atividade da enzima nitrato
redutase: nas folhas, a atividade foi reduzida nas duas espécies, nas plantas que
receberam o tratamento. Nas raizes de H. popayanensis, o tratamento com
exsudato foi responsavel por aumentar a atividade da enzima. No entanto, em
comparacdo com a atividade da NR na folha, a atividade na raiz € muito baixa, de
forma que o aumento observado dificilmente impactaria no metabolismo do N da
planta. Nie et al. (2005) observaram que extratos de raiz, caule e folha de Wedelia
trilobata inibiram a atividade da enzima nitrato redutase em Oryza sativa, 0 que
indica menor eficiéncia no uso do nitrogénio nessas plantas. Inibicdo da atividade
NR também foi observada por Singh e Sunaina (2014) em mudas de L. esculentum
tratadas com compostos produzidos por folhas e frutos de Momordica charantia.

Mesmo com a inibicdo da NR, a quantidade de NOj3™ nas raizes e nas folhas
de H. popayanensis e C. estrellensis ndo foi afetada pelo tratamento com exsudato
de raiz de B. decumbens. Portanto, o decréscimo da atividade da NR n&o deve estar
relacionado com uma deficiéncia de NO3z’, que € um importante regulador de genes
da NR (VIDAL et al., 2010). A diminuigdo da atividade da NR nas folhas das mudas
de H. popayanensis tratadas pode ser devido a reducgdo da fotossintese liquida nas
mudas nativas, o que reduz a disponibilidade de energia e poder redutor advindos
da fotossintese (SINGH e SUNAINA, 2014). SINGH e SUNAINA (2014) também
sugerem que a diminuicdo da atividade da NR pode ser devido a inibicdo da enzima
por aleloquimicos.

As raizes de H. popayanensis que receberam o tratamento com exsudato,
apresentaram menor quantidade de proteinas em comparacdo com o controle. No
entanto, em raiz de C. estrellensis e nas folhas de H. popayanensis e de C.
estrellensis, o tratamento néo resultou em diferenga. Da mesma forma que em C.
estrellensis, Jerbnimo et al. (2005) ndo observaram diferencas na sintese de
proteina em raizes e parte aérea de Sesamum indicum tratadas com extrato foliar de
Solanum lycocarpum. Em um experimento que testou diversas concentragdes de

compostos quimicos langcados pelas folhas de Eucalyptus globulus, os autores
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observaram reducdo no contetudo de proteinas de raiz e parte aérea de Eleusine
coracana. Conforme o aumento na concentracéo do extrato, a reducdo dos teores
de proteinas foi mais acentuada (PADHY et al., 2000). Reduc&o no conteudo de
proteina também foi observado por Abu-Romman et al. (2010) em Triticum durum
quando tratada com extrato foliar de Euphorbia hierosolymitana. Os compostos
alelopéticos presentes no extrato foliar de E. hirosolymitana podem ter afetado tanto
a sintese como a degradacé&o protéica (ABU-ROMMAN et al., 2010). A degradacao
de proteinas normalmente € acompanha pelo aumento nos niveis de aminoacidos
livres (ARAGAO et al., 2003; BELTRAO e OLIVEIRA, 2007). Porém, no presente
estudo, os teores de aminoacidos ndo mudaram com o tratamento, indicando, dessa
forma, uma menor sintese de proteinas. A redugcdo do conteddo de proteinas em
raizes de H. popayanensis pode estar relacionada a dependéncia que espécies
pioneiras tém de assimilar NO3 nas folhas, além da elevada demanda por nitrogénio
para suprir suas altas taxas de crescimento, assim como, da menor atividade da NR
na raiz (OLIVEIRA et al., 2017).

De acordo com os resultados morfologicos, o tratamento com exsudato de
raiz de B. decumbens resultou em reducdo no comprimento de raiz e parte aérea de
H. popayanensis, e redugdo no diametro da base do colo, na &rea foliar e na massa
seca de folhas de C. estrellensis. Nepomuceno et al. (2017) testaram extratos de
parte aérea de B. ruziziensis, o que resultou em reducdo do comprimento da raiz e
da parte aérea de G. max. Os autores identificaram o composto presente no extrato
com caracteristicas alelopéticas mais evidentes, como saponinas esteroidais.

Compostos alelopaticos séo responséveis por aumentar a atividade oxidante,
levando a alteragdes na permeabilidade de membranas e na biossintese de lignina,
0 que interfere no crescimento das raizes (OLIVEIRA et al., 2016). Souza et al.
(2003) ao testar o efeito alelopético de diversas espécies invasoras observou que B.
decumbens tem alto potencial sobre o crescimento de E. grandis, tendo reduzido o
teor de clorofila, a area foliar e a massa seca de raiz, caule e folhas. A reducdo da
area foliar, principal sitio do metabolismo fotossintético, pode ter efeitos sobre a
acumulacdo de matéria seca total da planta, visto que reduzindo a area foliar,
consequentemente, reduzem-se as taxas fotossintéticas da planta como um todo
(SOUZA et al., 2003).

Os resultados obtidos nos permitem afirmar que os exsudatos de raiz de B.

decumbens tém potencial alelopatico. Nesse sentido, fazem-se necessarios estudos
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para identificar quais compostos estdo causando esses efeitos. Kato-Noguchi et al.
(2014) identificaram trés compostos com propriedades alelopéticas de parte aérea
de B. brizantha: (6R,9R)-3-ox0-a-ionol, (6R9S)-3-o0x0-a-ionol e 4-Ketopinoresinol. A
concentracdo desses compostos em B. brizantha foi maior em periodos mais
quentes do ano, sendo que nesses periodos a graminea apresentou maior atividade
alelopatica (KOBAYASHI e KATO-NOGUCHI, 2015). Subbarao et al. (2009)
identificaram a braquialactona de exsudatos de raiz de B. humidicola como potente
inibidor da nitrificacdo. Nepomuceno et al. (2017) identificaram uma saponina
esteroidal de extratos da parte aérea de U. ruziziensis como sendo responséavel pela
reducéo do crescimento de G. max. No entanto, nenhum trabalho isolou compostos

com efeito alelopatico direto em exsudatos de raiz de Brachiaria.
7. Concluséao

Tanto a espécie pioneira como a ndo-pioneira foram afetadas negativamente
pelo tratamento com exsudatos de raiz de B. decumbens. O tratamento afetou a
germinagdo de H. popayanensis, o que néo ocorreu com C. estrellensis, sendo que
nesse quesito a espécie pioneira foi mais sensivel a exsudatos de raiz de B.
decumbens. O efeito alelopatico direto foi verificado através da interferéncia dos
exsudatos das raizes sobre a germinacao, crescimento, fisiologia e metabolismo das
espécies arbéreas nativas, podendo interferir no desenvolvimento das mudas em
campo, independente do grupo sucessional, o que dificultaria o reflorestamento e a

regeneracdo natural de areas degradadas.
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