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RESUMO

A mucuna-preta € uma planta leguminosa, usada como planta de cobertura do solo,
capaz de produzir varios compostos naturais ativos, incluindo o aminoacido nao
proteico L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que possui efeito alelopatico. No
entanto, a constatacdo do efeito alelopatico de uma planta necessita de ampla
abordagem que envolve diferentes metodologias. Assim, deve-se considerar 0s
diferentes métodos de extracdo e aplicacdo, organismos-alvo, uso do aleloquimico
e/ou do material vegetal, concentracdo, avaliacdes, condicdo experimental, entre
outros. Dessa forma, este trabalho teve os seguintes objetivos, avaliar: i) alelopatia
das diferentes partes da planta da mucuna-preta por meio de bioensaios; ii) alelopatia
da mucuna-preta em mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-acUcar; e, iii) o efeito da
aplicacao de L-DOPA nas trocas gasosas e atividade enzimética em plantas de capim-
braquiaria. Portanto, para cada objetivo foi conduzido um estudo. Todos o0s
experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados e com
pelo menos quatro repeticdes. No primeiro, o potencial alelopatico de diferentes partes
da mucuna-preta (folhas, caules e raizes) foi estudado pelo método do extrato aquoso
e sanduiche utilizando-se a alface como planta indicadora. No segundo estudo, as
MPB de cana-de-acucar foram transplantadas em solo previamente cultivado com
diferentes densidades de mucuna-preta (0, 2, 4 e 8 plantas por vaso com capacidade
de 11 dm?3), sendo o comprimento de raiz e parte aérea, diametro e perfilhamento
avaliados periodicamente, assim como as trocas gasosas (21, 42 e 63 dias apds o
transplantio - DAT) e biomassa seca aos 63 DAT. No terceiro estudo, foi investigado
o efeito do L-DOPA aplicado via foliar ou em solucdo nutritiva em capim-braquiaria.
Nos experimentos com aplicagdes foliares, avaliou-se o comprimento de raiz e parte
aérea, biomassa e trocas gasosas, enquanto no experimento com aplicacdo em
solucdo nutritiva, foi analisado o comprimento de raiz e parte aérea, biomassa e
atividade enzimatica (superoxido dismutase - SOD, catalase - CAT e peroxidase -
POD). A germinacao e vigor das plantulas de alface foram reduzidas com o uso da
mucuna-preta pelo método do extrato aquoso e sanduiche. Os efeitos foram mais
intensos quando utilizado na sequéncia de folha > raiz > caule da mucuna-preta. As
MPB de cana-de-agucar tiveram suas variaveis relacionadas ao crescimento limitadas
guando o solo foi previamente cultivado com 4 e 8 plantas de mucuna-preta por vaso.

Além disso, tiveram suas trocas gasosas afetadas negativamente principalmente nos



periodos iniciais de avaliacdo. No terceiro estudo, doses de 16 e 32 mg Lt de L-DOPA
aplicadas via folha, inibiram o crescimento do capim-braquiaria e provocaram
decréscimos iniciais nas trocas gasosas. A aplicacdo de L-DOPA via solucao nutritiva,
inibiu o crescimento das plantas de capim-braquiaria e aumentou a atividade das
enzimas SOD e POD com destaque para as raizes. Tanto a mucuna-preta como o L-
DOPA apresentaram alelopatia negativa, sendo os efeitos influenciados pela
metodologia utilizada, concentracéo, planta receptora, modo de aplicacao e tempo de

exposic¢ao.

Palavras-chave: Alelopatia; atividade enzimética; L-DOPA; planta de cobertura;

trocas gasosas.



ABSTRACT

The velvet bean is a leguminous plant, used as a ground cover plant, capable of
producing several active natural compounds, including the non-protein amino acid L-
3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) which has an allelopathic effect. However, the
allelopathic effect of a plant requires a broad approach that involves different
methodologies. Thus, different extractions and application methods, target organisms,
use of the allelochemical and/or plant material, concentration, evaluations, and
experimental conditions must be considered. Thus, this work had the objective to
evaluate: i) allelopathy of different parts of the velvet bean plant through bioassays; ii)
velvet bean allelopathy in pre-sprouted sugarcane seedlings; and iii) the effect of L-
DOPA application on gas exchange and enzymatic activity in signal grass plants.
Therefore, a study was conducted for each objective. In the first bioassay, the
allelopathic potential of different parts of the velvet bean (leaves, stems and roots)
were studied by the aqueous extract and sandwich method, using lettuce as an
indicator plant. In the second study, pre-sprouted seedlings (MPB) of sugarcane were
transplanted in soil previously cultivated with different densities of velvet bean (0, 2, 4
and 8 plants per pot with a capacity of 11 dm?3). The root and shoot length, diameter
and tillering were periodically evaluated, as well as gas exchange (21, 42 and 63 days
after transplanting - DAT) and dry biomass at 63 DAT. In the third study, the effect of
L-DOPA applied via foliar or nutrient solution on signal grass was investigated. In the
experiments with foliar applications was evaluated root and shoot length, biomass, and
gas exchange, while in the experiment with application in nutrient solution, we assess
root and shoot length, biomass and enzymatic activity (superoxide dismutase - SOD,
catalase - CAT and peroxidase - POD). All experiments were carried out in a
completely randomized design with at least four replications. Data were submitted to
ANOVA, means compared by Tukey's test, at 5% probability. The germination and
vigor of lettuce seedlings were reduced with the use of velvet bean by the aqueous
extract and sandwich method. The effects were more intense when used in the
seqguence of leaf > root > stem of velvet bean. Sugarcane MPB had their growth-related
variables decreased when the soil was previously cultivated with 4 and 8 plants per
pot. In addition, their gas exchanges were negatively affected, mainly in the initial
evaluation periods. In the third study, doses of 16 and 32 mg L of L-DOPA applied on

leaves inhibited signal grass growth and caused initial decreases in gas exchange.



The application of L-DOPA via nutrient solution inhibited the growth of signal grass
plants and increased the activity of SOD and POD enzymes, especially in the roots.
Both velvet bean and L-DOPA showed negative allelopathy, and the effects could be
influenced by the methodology used, concentration, receptor plant, application method
and exposure time.

Keywords: Allelopathy; enzymatic activity; L-DOPA,; cover plant; gas exchange.
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1 INTRODUCAO

Na agricultura, a adubacgao verde por meio do uso de plantas de cobertura se
apresenta como uma importante ferramenta. Essas plantas, apresentam diversas
vantagens como protecdo do solo, reciclagem de nutrientes, fixacdo de nitrogénio,
entre outras. Além disso, em decorréncia da possivel liberacdo de compostos
alelopéticos associados ao efeito fisico da cobertura, demonstram potencial para uso
dentro do manejo integrado de plantas daninhas.

Para o aproveitamento dessa caracteristica, € necessario o conhecimento
sobre as especificidades das plantas de cobertura, relagdes alelopaticas, comunidade
das plantas daninhas na area e do sistema de rotacdo/sucessao de culturas. Dessa
forma, se mal manejada, a cultura de cobertura pode se estabelecer no ambiente de
producao, provocando prejuizos por meio da hospedabilidade de pragas e doencas,
concorréncia por recursos e possibilidade de se “transformar” em planta daninha com
efeitos diretos no desenvolvimento e producgéo da planta cultivada.

Dentre as varias espécies utilizadas para essa finalidade, destaca-se a
mucuna-preta. S8o plantas com ampla diversidade de espécies ao redor do mundo e
caracterizadas pela sua importancia econémica no ponto de vista ornamental e na
agricultura. Apresentam boa cobertura do solo devido a grande quantidade de matéria
organica, capacidade de fixacdo de nitrogénio, controle de nematoides, alimentacéo
humana e animal, producdo de aleloquimicos, entre outros (TARAWALI et al., 1999;
CARSKY; BECKER; HAUSER, 2001, JORGE et al., 2007).

O principal composto alelopético encontrado na mucuna-preta € o aminoacido
nao-protéico L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (FUJII; SHIBUYA; YASUDA, 1991,
FUJII; SHIBUYA; YASUDA, 1992). Desse modo, o cultivo da mucuna-preta, além de
apresentar diversos beneficios e ser amplamente utilizada como planta de cobertura,
pode também impactar negativamente outras plantas. A presenca do L-DOPA no
ambiente tem reduzido a germinacgéo e o crescimento de plantas sensiveis (BIDO et
al., 2018).

Nesse contexto, um dos maiores desafios é determinar o mecanismo de acao
dos aleloquimicos, realizar a separacao dos efeitos primarios e secundarios e analisar
seu efeito em organismos nao-alvo. Além disso, uma das grandes dificuldades acerca
das atividades desses compostos é uma clara explicacdo para as diferencas de

sensibilidade existente entre as espécies. Dessa forma, ha necessidade de trabalhos
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gue avaliem o efeito alelopatico da mucuna-preta em outras plantas, como o caso da
cana-de-aclcar e capim-braquiaria. Ademais, sdo escassos 0s estudos que
conseguiram avaliar adequadamente a alelopatia de plantas de mucuna-preta em
diferentes culturas, uma vez que tendo em vista 0 objetivo, muitas metodologias
podem ser empregadas e a nivel de campo, existe a dificuldade na separacédo dos
efeitos de competicao e alelopatia na interferéncia entre plantas.

A andlise na definicdo dos componentes dentro do sistema produtivo, como por
exemplo, a escolha da planta de cobertura e a cultura em rotacéo/sucessao é de suma
importancia. Para isso, faz-se necessario, conhecer os efeitos do cultivo da mucuna-
preta e/ou da aplicacdo do L-DOPA no crescimento e desenvolvimento de outras
plantas. A variabilidade de respostas e os efeitos controversos sobre as espécies
estudadas sédo pontos que desafiam os pesquisadores na busca do entendimento
sobre esses compostos.

Assim, diante do exposto, objetivou-se avaliar: i) o potencial alelopatico das
diferentes partes da planta de mucuna-preta utilizando o método de extrato aquoso e
sanduiche; ii) alelopatia em mudas pré-brotadas de cana-de-agucar apds o cultivo de
da mucuna-preta e iii) o efeito da aplicacéo foliar de L-DOPA nas trocas gasosas e em

solucéo nutritiva na atividade enzimatica em plantas de capim-braquiaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INTERFERENCIA

Para a sustentabilidade do sistema produtivo € fundamental a sua associacéo
a um sistema de rotacdo e de sucessdo de culturas diversificado, que produza a
adequada quantidade de residuos culturais na superficie do solo. Nesse sentido,
destaca-se 0 uso das plantas de cobertura. No Brasil, ha diversas plantas que séo
utilizadas com esse intuito, como a familia das leguminosas (Fabaceae), com
importancia, a crotalaria, ervilhaca, feijdo-guandu, feijdo-de-porco, mucuna-preta,
tremoco entre outras (LAMEGO et al., 2015). Entretanto, se mal manejado, a cultura
utilizada para essa fungao pode se transformar em planta daninha importante para os
cultivos subsequentes (SILVA et al., 2006).

Em termos gerais, podemos considerar as plantas daninhas como qualquer
espécie vegetal que cresce onde ndo é desejada e ao conviver com as culturas
agricolas interferem no seu desenvolvimento, reduzindo-lhes a produtividade ou
algum processo relacionado (PITELLI, 2015).

Assim, a interferéncia da planta daninha refere-se ao conjunto de a¢des que
recebe uma determinada cultura ou atividade do homem, em decorréncia da presenca
das plantas daninhas num determinado ambiente (PITELLI, 1985). Diversos fatores
podem influenciar o grau de interferéncia de plantas daninhas em uma cultura e
podem estar relacionados a comunidade infestante (composicdo especifica,
densidade e distribuicdo), a cultura (espacamento, densidade e cultivar) e ao ambiente
(solo, clima e praticas de manejo adotadas) (PITELLI, 1985). Dessa forma, 0 manejo
que condiciona as melhores condic¢des a cultura, como a ocupacao do meio de forma
mais eficiente e o uso de conhecimento sobre a habilidade competitiva das plantas
daninhas podera contribuir na reducdo da interferéncia da comunidade infestante
sobre a cultura.

Os prejuizos observados em plantas cultivadas em funcdo da presenca das
plantas daninhas podem ser de ordem direta e indireta. Diretamente, 0s dois principais
processos que afetam a producédo é a competicdo pelos recursos do meio (agua, luz,
nutrientes e espaco, por exemplo) e alelopatia. Vale destacar que a principal diferenca
entre alelopatia e competicdo é o fato que a competicdo remover os fatores de

crescimento (dgua, nutrientes, entre outros) do meio, enquanto, que a alelopatia,
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ocorre adicdo de substancias ao meio, denominadas de aleloquimicos (FERREIRA;
AQUILA, 2000). Ja os prejuizos causados indiretamente, normalmente estao
relacionados quando as plantas daninhas atuam como hospedeiras alternativas de
pragas, doencas e nematoides, provocam intoxicacdes, atrapalham os tratos culturas
e/ou colheita, entre outros (CONCENCO et al., 2014).

Devido a complexidade dos efeitos diretos, juntamente com os diversos fatores
gue operam em conjunto na natureza, diversos autores afirmam sobre a dificuldade
em separar, principalmente em ambiente natural, a alelopatia da competi¢cao
(INDERJIT; DEL MORAL, 1997). Ainda nesse contexto, fica evidente a dificuldade em
distinguir os efeitos de competicdo e/ou alelopatia de culturas de coberturas e/ou que
sdo cultivadas em consorcio quando se refere a interferéncia. De forma geral, ha
poucos trabalhos no Brasil que avaliaram a interferéncia da mucuna-preta em outras
culturas. Além disso, na maioria dos casos a interferéncia dessa planta é apenas
respondida como uma resposta pela competicdo. A mucuna-preta em competicdo com
amendoim (SILVA et al., 2020), cana-de-acucar (BRESSANIN et al., 2016) e sorgo
(NAKAGAWA et al., 2009) reduziu a produtividade dessas culturas.

O termo alelopatia foi definido por Hans Molisch, em 1937, como o efeito que
uma planta exerce sobre outra devido a producdo e a liberacdo de metabdlitos
secundarios no ambiente, afetando seu crescimento e seu desenvolvimento, de forma
benéfica ou prejudicial (RICE, 1984). Os aleloquimicos sdo resultantes do
metabolismo secundario e responsaveis por produzir os efeitos alelopéaticos sobre o
metabolismo de espécies receptoras (TAIZ et al., 2017). Eles sdo sintetizados em
organelas celulares e armazenados em estruturas especializadas com o intuito de
proteger os processos metabdlicos da planta de seus efeitos toxicos (REIGOSA et al.,
2013). Assim, de modo geral, a producéo desses compostos pode variar em qualidade
e quantidade de espécie para espécie, na quantidade do aleloquimico de um local de
ocorréncia, ciclo, estadio vegetativo, entre outros (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Sao quatro os meios de liberacdo de compostos quimicos pelas plantas:
decomposicéo, lixiviacdo, volatilizacdo e exsudacéo radicular (EINHELLIG, 1995). A
interacdo alelopatica, de uma forma geral, depende da concentracéo e estabilidade
dos aleloquimicos, da atividade microbiana e da tolerancia da planta (BLUM;
SHAFER; LEHMAN, 1999). A acdo dos compostos alelopaticos nas plantas pode
apresentar alguns efeitos especificos como: modificacao na estrutura e no transporte

das membranas, alteragfes das caracteristicas da morfologia celular, interferéncia no
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ciclo celular (replicacdo, sintese de proteinas, mitose, mecanismos celulares),
modificacdo da atividade de fitorménios, perturbacdo do metabolismo energético
(respiracdo e fotossintese), problemas no balanco de agua e na funcdo dos
estbmatos, inibicdo de sintese de pigmentos e bloqueio da funcdo de numerosas
enzimas (EINHELLIG, 1986; EINHELLIG, 2002). Além disso, € possivel que a
fitotoxicidade de muitos compostos ndo seja devida a um sitio localizado de
interferéncia, mas talvez decorrente da acao sobre mdltiplos sitios (EINHELLIG,
1995).

Ao longo de muitos anos, diversos pesquisadores vém elaborando formas de
comprovar a existéncia da alelopatia, dos compostos envolvidos e as formas de
atuacdo. Sendo assim, compreender as interacdes alelopéticas entre plantas em uma
comunidade ndo € uma tarefa simples. Para separar os efeitos da competicdo por
recursos e da alelopatia, experimentos podem ser conduzidos onde as plantas séo
cultivadas em ambientes sem competicdo com as espécies receptoras exibindo assim
0s potenciais alelopaticos (QASEM 2017).

Dessa forma, segundo Mahé et al. (2022), para investigacdes sobre alelopatia
deve-se considerar por exemplo, a caracterizacado da planta e do composto estudado,
os efeitos em diferentes culturas e/ou variedades, nos parametros de avaliacao,
repetibilidade, condi¢cdes de cultivo como agua, nutrientes entre outros, ambientes
controlados e/ou campo, quantificacgo e a contribuicio de cada
caracteristica/mecanismo estudado na explicacao do efeito encontrado.

2.2 MUCUNA-PRETA

O género Mucuna, pertencente a familia Fabaceae, € originario do sul da Asia
e compreende aproximadamente 150 espécies de leguminosas anuais e perenes
(DUKE, 1981; MOURA et al., 2018). Apesar de sua morfologia diversificada, estudos
filogenéticos moleculares baseados em marcadores nucleares e de cloroplastos
mostram que o género da Mucuna é monofilético (MOURA et al., 2016) e que trés
subgéneros sdo atualmente reconhecidos Mucuna subg. Stizolobium, Mucuna subg.
Macrocarpa e Mucuna subg. Mucuna (MOURA et al., 2018). As principais diferencas
entre as espécies cultivadas séo as caracteristicas da pubescéncia da vagem, a cor

da semente e o tempo para a colheita da vagem (DEMUNER et al., 2003).
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A Mucuna pruriens (L.) DC. é uma das espécies do género com grande
importancia em paises tropicais como América Central e do Sul (RAINA; TOMAR,;
DUTTA, 2012). Vale destacar que essa espécie também é referida na literatura pelos
sinbnimos Mucuna aterrima (Piper & Tracy), Mucuna nivea (Roxb.) DC. ex Wight,
Stizolobium aterrimum Piper & Tracy, Stizolobium pruriens var. hassjoo (Piper &
Tracy) Makino, entre outras (WIRIADINATA; OHASHI; ADEMA, 2016; ILDIS, 2022;
WFO, 2022).

Além disso, essa espécie é caracterizada pela diversidade de variedades, com
destaque para a Mucuna pruriens var. pruriens e Mucuna pruriens var. utilis (Wall. ex
Wight) Burck (WIRIADINATA; OHASHI; ADEMA, 2016). Uma das principais
diferencas entre as duas variedades de M. pruriens € a caracterizacdo da semente. A
M. pruriens var. pruriens tem frutos que carecem ornamentagao e possuem um denso
indumento de pélos longos e dourados enquanto M. pruriens var. utilis possui frutos
ornamentados por uma ou mais cristas, e um indumento de folhas curtas e prateadas
(MOURA et al., 2018). Segundo esses autores, no Brasil, independente da espécie,
essas plantas sdo comumente chamadas de mucuna-preta.

Séo plantas com grande potencial para alimentacdo humana e animal, com a
presenca de compostos fendlicos, flavonoides, acucares sollveis totais, potassio,
magneésio, ferro, zinco, cobre e proteinas (LAMPARIELLO et al., 2012; ARIVALAGA
et al., 2014; CHINAPOLAIAH et al., 2019). Além disso, a farinha de suas sementes
contém quantidades significativas de aminoacidos essenciais (BALOGUN;
OLATIDOYE 2012). A mucuna-preta apresenta propriedades medicinais, sendo
amplamente utilizadas para o tratamento da infertilidade masculina, distlrbios
nervosos, reumatoide, artrite e diabetes (RAINA; KHATRI 2011; CHINAPOLAIAH et
al., 2019). Um dos seus principais compostos o L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina),
um aminodacido ndo-proteico, tem atraido muita atencéo devido a sua acao preventiva
contra a doenca de Parkinson, caracterizada pela deficiéncia na sintese do
neurotransmissor dopamina nas células nervosas (CASSANI et al., 2016; CILIA et al.,
2018). O L-DOPA também € um precursor essencial na biossintese da melanina, que
esta presente em muitos tecidos de animais e plantas (SOARES et al., 2014).

Na agricultura, destaca-se como uma planta de cobertura importante por exibir
crescimento e desenvolvimento vigoroso, propiciando cobertura plena do solo apoés
60 dias de seu plantio (TEODORO et al., 2011), com producdo de biomassa
aproximadamente 20 e 30 toneladas ha' (GARCIA et al.,, 2012). A maioria das
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espécies desse género apresenta tolerancia aos estresses abioticos, incluindo seca,
baixa fertilidade e alta acidez do solo (DUKE, 1981). Como a maioria das leguminosas,
a mucuna-preta tem o potencial de fixar nitrogénio, controlar pragas, nematoides e
plantas daninhas (MARCHIOSI et al., 2020). O L-DOPA é o principal composto
fitotoxico presente na mucuna-preta e o responsavel pela inibicdo do crescimento de
outras plantas (SOARES et al., 2014).

Suas caracteristicas fisiologicas fazem com que a mucuna-preta se sobreponha
rapidamente a vegetacdo, competindo com outros vegetais (BARBOSA et al., 2018).
Assim, a gestdo inadequada ao uso da mucuna-preta, principalmente devido a
dorméncia e a incorporacéo ao solo das sementes, constituiram um problema dentro
do sistema agricola, fazendo com que essa espécie vegetal se comporte como uma
planta daninha (SOUZA et al., 2015). Como resultado, a mucuna-preta tornou-se uma
importante planta daninha dentro do sistema de producdo de cana-de-acucar no
Estado de Sdo Paulo (SILVA et al., 2013), com potencial de dispersdo de sementes
para outras areas ou estados (BRESSANIN et al., 2016).

2.3 L-3,4-DIHIDROXIFENILALANINA (L-DOPA)

A via do acido chiquimico é responsavel pela biossintese da maioria dos
compostos fendlicos em plantas. Essa rota € a principal via metabdlica na producéo
dos aminoacidos aromaticos, os quais ndo sdo somente utilizados para sintese
proteica e enzimatica, mas funcionam também como precursores de muitos
metabdlitos secundarios (HERRMANN, 1995). Os aminodcidos aromaticos originam
diversas familias de compostos importantes na regulacéo do crescimento e na defesa
das plantas, como os taninos condensados, vitamina E, acido indolacético (AlA), acido
salicilico, lignina, antocianinas, flavonas, isoflavonoides, fenilpropanoides e
cumarinas, necessarios para o crescimento e desenvolvimento vegetal (VELINI et al.,
2009). Essa via atua diretamente na formacdo do L-DOPA, pois é resultado da
hidroxilagcao da tirosina pela enzima tirosina hidroxilase contendo cobre na presenca
de O2 molecular. Em mamiferos a via de biossintese do L-DOPA ¢ analoga ao das
plantas e precursora de moléculas neurologicamente cruciais, como dopamina,
norepinefrina e epinefrina, além de ser precursora na biossintese de pigmentos como
a melanina (SOARES et al., 2014; CALABRESI et al., 2015; MOSHAROV
BORGKVIST; SULZE, 2015; HADDAD et al., 2017; MARCHIOSI et al., 2020).
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O L-DOPA é um dos aleloquimicos naturais mais fortes com efeitos fisioldgicos
e bioquimicos significativos nas plantas. Segundo Fuijii; Shibuya; Yasuda (1991), esse
composto, quando presente, é relacionado ao efeito negativo no crescimento de
plantas daninhas e culturas. Nishihara et al. (2004) revelaram atributos tipicos de um
aleloquimico apoés a aplicacdo desse composto em diferentes plantas. Estes autores
observaram ainda respostas diferentes nas plantas expostas ao L-DOPA e
concentragdes requeridas para ocasionar 50% de inibicdo (EC50) variaram de 5 a 50
ug mL1. Estima-se de acordo com o rendimento do peso fresco folhas e caules, que
a mucuna-preta pode liberar cerca de 100 a 450 kg ha de L-DOPA em solo (FUJII,
1999; GOLISZ et al., 2011; SOARES et al., 2014).

Efeitos alelopéaticos da mucuna-preta e/ou do L-DOPA foram relatados em
varias espécies de plantas daninhas e culturas por meio de bioensaios e a campo,
sendo sua principal caracteristica reduzir o crescimento de outras plantas (SOARES
et al., 2014; MARCHIOSI et al., 2020). Em plantas, a fitointoxicacdo de L-DOPA foi
atribuida em grande parte, a sua metabolizacdo provocando danos oxidativos
causado por espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas a partir da via de sintese
de melanina (HACHINOHE; SUNOHARA; MATSUMOTO, 2004; HACHINOHE;
MATSUMOTO, 2005; HACHINOHE; MATSUMOTO, 2007). Além disso, observa-se
gue para esse 0 composto ha variagdes nas respostas para determinadas plantas, ou
seja, algumas apresentam ou ndo mais suscetibilidade ao L-DOPA (NISHIHARA et
al., 2004).

Dessa forma, assume-se que para as plantas menos suscetiveis, estas tém
mais capacidade de metabolizar L-DOPA em fenilalanina, tirosina e dopamina,
evitando sua oxidacdo a melanina e a producdo de EROs associada. Como
consequéncia, ha uma baixa producdo de EROs, degradacdo de proteinas e
peroxidacao lipidica, e pouca influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento de
outras plantas (MARCHIOSI et al., 2020). Algumas evidéncias sugerem que a
producdo de EROs néo € o unico fator responsavel pela toxicidade da L-DOPA em
plantas. Pesquisadores tém associado questdes relacionadas a lignina e enzimas
envolvidas nesse processo (SOARES et al., 2007, SOARES et al., 2011, SOARES et
al.,, 2012, SIQUEIRA-SOARES et al., 2013, BIDO et al., 2018), trocas gasosas
(MARCHIOSI et al., 2016) e absorcao de nutrientes e agua (MARCHIOSI et al., 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

Trés estudos foram conduzidos no Nucleo de Pesquisas Avancadas em
Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Protecdo de Plantas da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA) da Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” (Unesp), em Botucatu, Sao Paulo.

3.1 ESTUDO 1 - POTENCIAL ALELOPATICO DA MUCUNA-PRETA UTILIZANDO
BIOENSAIOS

Obtencao do material vegetal

Em casa de vegetacao foram semeadas entre as profundidades de 1-2 cm trés
sementes de mucuna-preta em vasos de polietileno 1,8 L preenchidos com substrato
organomineral, contendo turfa de sphagno, vermiculita expandida, casca de arroz
torrefado, calcario dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK; condutividade elétrica
(CE) =0,7 £ 0,3 mScm™; pH em &gua ou KCI 5,5 + 0,5; densidade das particulas 155
kg m3; capacidade de retencédo de agua 55%. ApOs a emergéncia, foi realizado o
desbaste, mantendo-se uma planta por unidade experimental e a irrigacdo foi
realizada sempre que necesséario visando manter a umidade necessaria para o
desenvolvimento das plantas. Aos 45 dias apds a emergéncia (Figura 1), realizou-se
a coleta das folhas, caules e raizes para a realizacdo dos experimentos pelo método

do extrato aquoso (Experimento 1) e sanduiche (Experimento 2).

Figura 1 - Planta da mucuna-preta utilizada nos experimentos

e

Fonte: Roque de Carvalho Dias
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3.1.1 Método do extrato aquoso

Com o intuito de avaliar o potencial alelopatico por meio aquoso das diferentes
partes da planta da mucuna-preta em diferentes concentragdes, os materiais frescos
foram divididos em folhas, caules e raizes, lavados, pesados em balanca analitica,
picados e em seguida triturados com auxilio de um liquidificador industrial. Todos os
extratos foram feitos obedecendo a proporcédo de 100 g de material vegetal com 1000
mL de agua destilada, sendo essa considerada a solucdo padrdo (100% de
concentracdo). A partir desta, foram feitas diluicGes com agua deionizada para 75, 50
e 25%. O efeito destas quatro concentracdes foi comparado com o da agua destilada,
considerada como controle (0%).

Em todas as concentragOes dos extratos, foram mensurados a condutividade
elétrica, pH e osmolalidade, utilizando-se condutivimetro portatil digital CON-300,

pHmetro portatil digital AK90 e osmbémetro Wescor (modelo 5500), respectivamente

(Figura 2).

Figura 2 - Condutivimetro (A), pHmetro (B) e osmdémetro (C) utilizado nas

avaliacOes dos extratos aquosos.
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Fonte: Roque de Carvalho Dias

Os ensaios de germinagdo foram realizados em camara do tipo BOD com
fotoperiodo 12/12 horas de luz/escuro a 25°C para alface (BRASIL, 2009). Os testes
foram feitos em caixas acrilicas tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), contendo como
substrato duas folhas de papel germitest. Em cada gerbox foram adicionadas as
solugbes aquosas na quantidade de 2,5 vezes o peso inicial do papel para as
diferentes concentragfes e agua deionizada para o tratamento controle (BRASIL,

2009), seguido pela distribuicdo de 50 sementes de alface cv. Grand rapids (Lactuca
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sativa L.). Portanto, o experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado composto por cinco tratamentos (concentracdes do extrato de 0, 25, 50,
75 e 100%) e quatro repeticdes, totalizando 200 aquénios por tratamento (Figura 3).
Apés 7 dias da instalacao do teste, foram consideradas germinadas as sementes que
apresentaram no minimo 2 mm de protrusdo da radicula (RIBEIRO et al., 2019). A
primeira contagem (PC) do teste de germinacéao, utilizada como parametro de vigor,
foi efetuada em conjunto com o procedimento anterior, computando-se a porcentagem
de sementes com protrusdo radicular obtidas no quarto dia apos o inicio do teste
(BRASIL, 2009).

Para avaliar a velocidade de germinacédo, avaliou-se o tempo médio para
ocorréncia de 50% de germinacdo (T50) em dias (SHIPLEY; PARENT, 1991),
calculado através dos dados acumulativos de germinacao ao longo dos sete dias e o
indice de velocidade de germinacdo (IVG) empregando-se a férmula proposta por
Nakagawa (1994):

IVG=G1/N1+G2/N2+........ Gn/Nn

Em que IVG = indice velocidade de germinacado; G1, G2 e Gn = numero de
plantulas normais germinadas a cada dia; N1, N2, ...Nn = nimero de dias decorridos
da semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

De acordo com Gao et al. (2009), foi avaliado o indice de Efeito Alelopético (RI),
de acordo com a seguinte formula:

RI=1-C/T(T=2C)ouRI=T/IC-1(T<C)

Em que C = velocidade de germinacdo do controle; T = velocidade de
germinacao do tratamento.

Para a Velocidade de Germinacéo, usou-se:

VG (%) = £ (Gt/D) / £ (Gc/Dx100)

Em que Gt = nimero de sementes germinadas diariamente do tratamento; Gc

= numero de sementes germinadas diariamente do controle; D = nimero de dias

correspondente.

Ao final do teste de germinacgédo, as plantulas normais que apresentaram no
minimo 2 mm de protrusdo da radicula, foram mensuradas quanto ao comprimento da
parte aérea e raiz (cm) (Figura 3). Apos as medidas biométricas, as plantulas de cada
repeticdo foram acondicionadas em papel aluminio e mantidas em estufa a 80°C

durante 48 horas até a estabilizacdo do peso. Decorrido este periodo, o material
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vegetal foi pesado em balanca analitica de precisao, obtendo-se assim os valores de

biomassa seca total das plantulas (mg).

Figura 3 - Sementes de alface no inicio (A) e final (B) do ensaio e a avaliagdo

do comprimento da parte aérea e raiz (mm) da plantula (C).

’

Fonte: Roque de Carvalho Dias

Visando determinar a influéncia do potencial osmético dos extratos da mucuna-
preta estudados na germinacao da espécie receptora, foi realizado um bioensaio em
solucdes de polietilenoglicol (PEG-6000). Para isso, foram realizados célculos a partir
dos valores de osmolalidade obtidos para cada extrato de acordo Villela, Doni Filho e
Sequeira (1991) e utilizou-se a mesma metodologia descrita para os bioensaios

realizados com os extratos da mucuna-preta.

3.1.2 Método sanduiche

No sentido de constatar se os lixiviados da planta de mucuna-preta apresentam
potencial alelopatico, os bioensaios foram realizados com as folhas, caules e raizes
da planta. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
placas para cultura de tecidos com seis pocos de 10 cm? de area e volume de 10 mL
(Kasvi) e cada poco representou uma repeticdo. Para isso, 5 mL de solugdo de agar
(0,5%) com gelificacdo 30-31°C, autoclavada durante 15 minutos a 115°C, foram
dispensados em cada poco das placas. Posteriormente, adicionou-se 10, 20, 40 e 80
mg (100, 200, 400, 800 kg ha'') de biomassa fresca de cada parte da planta seguindo-
se a adicdo de 5 mL de agar na parte superior da primeira camada. Nao houve adicdo

de material vegetal no agar para o tratamento controle. Em seguida, semeou-se cinco
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sementes de alface cv. Grand rapids (Lactuca sativa L.) em cada poco (Figura 4 e 5).
As placas foram mantidas em camara de germinacédo sob condi¢cbes de umidade e
temperatura (20°C) constantes e em auséncia de luz (FUJJI, 2003; FUJJI et al., 2004).

Apébs quatro dias, avaliou-se a porcentagem de germinacdo e comprimento da
parte aérea e raiz (cm) das plantulas, seguindo os mesmos parametros utilizados no

ensaio do extrato aquoso.

Figura 4 - Esquema do método sanduiche com diferentes concentracfes das

folhas, caules e raizes da mucuna-preta.

Fonte: Roque de Carvalho Dias

Figura 5 - Método sanduiche com diferentes concentragdes de folhas da

mucuna-preta.
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Fonte: Roque de Carvalho Dias

3.1.3 Anédlise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo

teste F e quando significativo as médias dos tratamentos foram comparados pelo teste
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de Tukey, ambos a 5% de probabilidade. Os graficos foram elaborados com auxilio

do programa Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).

3.2 ESTUDO 2 - ALELOPATIA DA MUCUNA-PRETA EM MUDAS PRE-BROTADAS
DE CANA-DE-ACUCAR

Foram realizados dois experimentos em casa-de-vegetacdo nos meses de
abril-setembro de 2019 e agosto 2020 - janeiro 2021. As unidades experimentais
foram constituidas por vasos plasticos com capacidade para 11 dm?3 (diametro: 27 cm
e altura: 24 cm) preenchidos com solo coletado da camada aravel em uma area em
pousio, na profundidade de 0-20 cm de um Latossolo Vermelho distroférrico
(EMBRAPA, 2013), de textura média. A adubacéo de base foi constituida com 250 kg
ha' de NPK (16-16-16) e ap6s 30 dias realizou-se a coleta de solo que apresentou a

seguinte andlise fisico-quimica (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do Latossolo Vermelho distroférrico de
textura média utilizado no experimento.
pH M.O.  Prsna AP* H'+ABR* Ca?+Mg®>* Ca* K CTC Y]

(CaCl) (gdm?3) (mg  ------mmmmmmemeeee- (mmoledm3) ----mmemmemmmeee (mmole (%)
dm'3) dm-a)

5,3 14,00 171,00 0,00 12,00 48,00 31,00 0,42 98,00 73,00

S B Cu Fe Mn Zn Areia  Silte  Argila
- mg dm3---- e (g kg?) -----
15,00 1,82 1,7 6,00 1,0 6,0 644 47 309

M.O.: matéria organica; CTC: capacidade de troca de cations; V: saturagdo por base.

O experimento foi composto por quatro tratamentos, correspondendo a 0, 2, 4
e 8 plantas de mucuna-preta por vaso (T1, T2, T3 e T4) em delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. As sementes de mucuna-preta foram
previamente semeadas em bandejas e quando as plantulas uniformes apresentavam
duas folhas completamente expandidas foram transplantadas para os vasos, visando
bom estabelecimento das populacdes desejadas. Posteriormente, as plantas foram

cultivadas até aos 30 dias apos a emergéncia (30 DAE) em casa de vegetacao, sendo
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a irrigacao realizada sempre que necessario visando manter a umidade adequada
para o desenvolvimento das plantas. Apds esse periodo, houve a remocéo total das
plantas e dos restos vegetais, seguido do transplantio de duas mudas pré-brotada
(MPB) de cana-de-acgucar (RB85 5156) por vaso. Antes do transplantio das MPB e
apos o término das avaliacdes, coletou-se amostras de solo de cada unidade
experimental e através de uma amostra composta de ambos 0s experimentos
(duplicata experimental) foi realizada a andlise quimica.

As avaliagbes nas MPB iniciaram-se aos 21 dias apés o transplantio (DAT),
tempo suficiente para que as mudas pudessem se estabelecer. Assim, aos 21, 28, 35,
42, 49, 56 e 63 DAT avaliou-se a altura, diametro e perfilhamento das MPB. Para a
altura (distancia do coleto a insercdo da ultima folha expandida) foi realizada com
auxilio de uma régua graduada em milimetros, o diametro foi medido com um
paquimetro (junto ao colo da muda) e perfilhamento pela contagem do nimero de
perfilhos em cada planta. O crescimento em altura e diametro foram obtidos pela
diferengca entre o comprimento da muda no transplantio e em cada periodo de
avaliacdo para cada repeticdo em cada tratamento.

Aos 21, 42 e 63 DAT realizou-se medi¢cdes de trocas gasosas na primeira folha
da planta com a ligula visivel de cada MPB por vaso. A taxa de assimilacéo liquida de
CO2 (A, pmol CO2 m2 s1) concentracéo interna de CO2 na folha (Ci, ymol mol?), taxa
de transpiracéo (E, mmol H20 m? s1) e condutancia estomatica (gs, mol m st), foram
avaliadas utilizando um analisador de gases no infravermelho IRGA LCrop-SD (ADC
Bioscientific Ldt, RU) configurado com um compensador de luz com radiacao ativa de
1500 pmol m2 st (Figura 6). A eficiéncia do uso de agua (EUA, mmol CO2H20 m s1)
foi determinada através da relacdo entre assimilacdo de CO: e taxa de transpiracao e
a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci, mol CO2 m2 s?) foi calculada através da relacdo

entre a taxa de assimilacdo de CO:2 e concentragdo interna de CO:2 na folha.
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Figura 6 - Analises de trocas gasosas em folhas de mudas pré-brotadas de cana-

de-acucar transplantadas em solo previamente cultivado com diferentes densidades

de mucuna-preta.

Fonte: Roque de Carvalho Dias

Ao final do experimento (63 DAT) foi avaliado a biomassa seca da parte aérea
e das raizes das mudas de MPB. Para isso, a parte aérea foi cortada rente a superficie
do solo e o sistema radicular foi separado e lavado em agua corrente até a limpeza
completa. Os materiais coletados foram posteriormente acondicionados em sacos de
papel e submetidos a secagem em estufa com circulagdo forcada de ar com
temperatura de 65 °C e, depois de secos, pesados em balanca analitica de preciséao.

Também foi avaliado a alelopatia nas raizes da mucuna-preta, seguindo o
método de andlise do solo da rizosfera (FUJII; FURUBAYASHI; HIRADATE, 2005).
Para isso, duas plantas de mucuna-preta foram mantidas nas condi¢coes descritas
anteriormente e aos 30 DAE durante a remoc¢édo das plantas, suas raizes foram
agitadas suavemente para a coleta do solo aderente. O solo de rizosfera foi
acondicionado em placas para cultura de tecidos com seis pocos de 10 cm? de area
e volume de 10 mL (Kasvi), totalizando seis repeticdes por tratamento (Figura 7). Apos
essa etapa, 5 mL de solucdo de &gar (0,5%) com gelificacdo 30-31°C, autoclavada
durante 15 minutos a 115°C, foram dispensadas em cada poco das placas e apos a
solidificacéo, adicionou-se 3,2 mL de agar na parte superior da primeira camada.
Cinco sementes de alface cv. Grand rapids (Lactuca sativa L.) foram colocadas em

cada poco e mantidas em camara de germinacdo sob condicbes de umidade e
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temperatura (20°C) constantes e em auséncia de luz, conforme descrito no primeiro
estudo. O ensaio foi composto de dois tratamentos, solo na auséncia e presenca da
rizosfera da mucuna-preta. O comprimento das raizes e parte aérea das plantulas de
alface foram medidos quatro dias ap0s a inicio do bioensaio.

Figura 7 - Método sanduiche de analise alelopatica (A) pelo solo da rizosfera de

plantas de mucuna-preta (B).
! s ":."".'

Fonte: Roque de Carvalho Dias

3.2.1 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste
F. Para as MPB de cana-de-acucar foi realizada uma analise conjunta das duas
épocas de conducao dos experimentos e, quando significativos, foram comparados
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As varidveis crescimento em altura,
didmetro e biomassa seca da parte aérea e raiz foram expressos em porcentagem em
relagdo a testemunha. J& para o método de analise do solo da rizosfera foi utilizado o
teste de t de Student. Os graficos foram elaborados com auxilio do programa
Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).
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3.3 ESTUDO 3 - TROCAS GASOSAS E ATIVIDADE ENZIMATICA EM PLANTAS
DE CAPIM-BRAQUIARIA (UROCHLOA DECUMBENS) EXPOSTAS AO L-
DOPA

3.3.1 Efeito de aplicacéo foliar de L-DOPA no crescimento

Foram realizados dois experimentos de curva de dose-resposta em casa de
vegetacao, cada um repetido duas vezes, no intuito de verificar qual a concentracéo
minima responsavel por afetar o crescimento das plantas de capim-braquiaria. Para
isso, foram semeadas aproximadamente 1,00 g de sementes de capim-braquiaria em
unidades experimentais constituidas por bandejas de polipropileno compostas por
células com capacidade de 120 mL preenchidas com substrato organomineral,
contendo turfa de sphagno, vermiculita expandida, casca de arroz torrefado, calcéario
dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK; condutividade elétrica (CE) = 0,7 £ 0,3
mScm; pH em agua ou KCI 5,5 + 0,5; densidade das particulas 155 kg m=3;
capacidade de retencdo de dgua 55%. Apds a emergéncia, foi realizado o desbaste,
mantendo-se uma planta por unidade experimental e a irrigacéo realizada sempre que
necessario visando manter a umidade necesséaria para o desenvolvimento das
plantas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com seis
repeticoes. As doses utilizadas do L-DOPA (mg L*) foram: 0, 0,0156, 0,0312, 0,0625,
0,0125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 (primeiro experimento) e 0, 8, 16 e 32 (segundo experimento).
A calda de aplicacao foi preparada adicionando-se o espalhante adesivo Tween 20
(0,01%) em todos os tratamentos e as plantas de capim-braquiaria apresentavam trés
folhas. O L-DOPA e o Tween 20 foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

Para a aplicacdo foi utilizado um pulverizador automatizado instalado em
ambiente fechado, provido de uma barra de pulverizacdo com quatro pontas TeeJet
Extended Range (XR 110.02 VS), espacadas entre si em 0,5 m e posicionadas a 0,5
m de altura em relag&o a superficie dos vasos. O sistema foi operado através de um
motor elétrico, que possui um modulador de frequéncia, sendo utilizada uma
velocidade de deslocamento de 3,6 km ht, com volume de calda de 200 L hat,
pressao constante de 150 kPa, pressurizado por ar comprimido.
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Aos 21 dias apos a aplicacao (DAA), as plantas foram avaliadas apos serem
removidas e lavadas em agua corrente para remocédo do substrato, quanto ao
comprimento da raiz e parte aérea com o auxilio de uma régua graduada (cm), além
da biomassa seca (g) obtida pela pesagem dos materiais vegetais apos serem
acondicionados em sacos de papel kraft, levados em estufa com circulacéo de ar a
65°C por 48h. Todos os dados foram expressos em porcentagem da testemunha
(dose: 0 mg L't de L-DOPA).

3.3.2 Efeito de aplicacéo foliar de L-DOPA nas trocas gasosas

Foi conduzido um experimento visando avaliar a efeito das doses de L-DOPA
selecionados nas curvas de dose resposta anteriores (3.3.1) nas trocas gasosas de
capim-braquiaria. Assim, o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado e as doses corresponderam a 0, 8, 16 e 32 mg L2 de L-DOPA com cinco
repeticbes. As unidades experimentais foram compostas por vasos de polietileno 1,8
L e o substrato comercial, quantidade de sementes, aplicacdo do L-DOPA e condic¢des
de cultivo foram semelhantes as utilizadas no primeiro estudo (3.3.1). A aplicacéo
ocorreu aproximadamente apos 20 dias da emergéncia das plantas quando estas
apresentavam cerca de 20 cm de altura.

Aos 3, 7, 14 e 21 dias apls a aplicacdo (DAA) do L-DOPA realizou-se as
medicbes de trocas gasosas na primeira folha recém expandida de um perfilho
escolhido ao acaso de cada vaso. A taxa de assimilacéo liquida de COz (A, pumol CO:2
m-2 s1), concentracdo interna de COz2 na folha (Ci, ymol mol?), taxa de transpiracéo
(E, mmol H20 m? s1), condutancia estomatica (gs, mol m2 s1), foram avaliadas
utiizando um analisador de gases no infravermelho IRGA LCrop-SD (ADC
Bioscientific Ldt, UK) configurado com um compensador de luz com radia¢éo ativa de
1500 pmol m2 st. J& a eficiéncia do uso de agua (EUA, mmol CO2 H20 m2 s?) foi
determinada através da relacao entre assimilacdo de CO:2 e taxa de transpiracéo e a
eficiéncia de carboxilacédo (A/Ci, mol CO2 m s1) foi determinada por meio da relacédo
entre a taxa de assimilacdo de CO:2 e concentragdo interna de COz2 na folha.

Ao final do experimento (21 DAA) foi avaliada a biomassa seca da parte aérea,
para isso, a parte aérea foi cortada rente a superficie do solo, acondicionados em

sacos de papel e submetidas a secagem e pesagem conforme descrito no estudo
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primeiro estudo. Os dados foram expressos em porcentagem da testemunha (dose: O
mg L1 de L-DOPA).

3.3.3 Efeito do L-DOPA aplicado via solugao nutritiva na atividade enzimatica

As sementes de capim-braquiaria foram esterilizadas com solucdo de
hipoclorito de sodio a 2% por cinco minutos e enxaguadas com 4gua deionizada. Em
seguida, foram germinadas na camara de crescimento do tipo BOD, em temperatura
alternada de 25-35°C e sob fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro em
duas folhas de papel germitest filtro umedecido (BRASIL, 2009). Ap6s 15 dias da
semeadura, 155 plantulas contendo aproximadamente uma a duas folhas foram
transferidas para caixas acrilicas tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) com uma tela de
separacao da parte aérea das raizes preenchidas com 150 mL de solucédo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950).

Apds uma semana adicionou-se o L-DOPA nas doses de 0, 8, 16 e 32 mg L*
na solugdo nutritiva, totalizando-se quatro tratamentos conduzidos com cinco
repeticbes e em delineamento inteiramente casualizado. Os recipientes foram
mantidos na camara de crescimento por cinco dias e apds essa etapa, coletou-se
cinco plantulas por repeticdo para as avaliacbes de comprimento e biomassa seca da
raiz e parte aérea conforme descrito no estudo 3.3.1. Os dados foram expressos em
porcentagem da testemunha (dose: 0 mg Lt de L-DOPA).

Para o restante das plantulas de capim-braquiaria houve a separacdo das
amostras da parte aérea e raiz da planta para a determinacao da atividade enzimatica
do sistema antioxidativo: superoxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1), catalase (CAT
— E.C 1.11.1.6) e peroxidase (POD — EC 1.11.1.7). A quantificagdo da atividade
enzimatica foi realizada segundo metodologia proposta por Kar e Mishra (1976). Para
isso, foi utilizado 300 mg da parte aérea e raiz de capim-braquiaria, as quais foram
macerados em nitrogénio liquido. Em seguida, homogeneizou-se o material vegetal
em 4 mL de tampao fosfato de potéassio (0,1M, pH 6,8) gelado, suplementado com 200
mg de Polivinil-polipirrolidona (PVPP). Essa solucéo foi centrifugada a 10000 x g por
10 minutos a 4°C. O extrato obtido foi separado em microtubos e armazenado a -20°C
para posterior determinacao.

A atividade da SOD foi determinada de acordo com metodologia proposta por

Beauchamp e Fridovich (1971), onde a atividade da SOD considera a capacidade da
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enzima em inibir a fotorreducdo do NBT (Azul de nitrotetrazolio cloreto). O sistema de
reacao foi preparado na auséncia de luz direta e foi composto por 50 uL de extrato
enzimatico e 2950 UL de solugéo tampao fosfato de potassio (50 mmol L1, pH 7,8) +
metionina (13 mmol L) + cloreto de azul de pnitrotetrazélio (NBT, 75 umol L) +
riboflavina (2 ymol L) + EDTA (100 nmol L?), totalizando um volume final de 3000
ML. A reacgado foi conduzida a temperatura ambiente sob iluminagao direta por 5
minutos. O composto azul formado (formazana) pela fotorredugcdo do NBT foi
determinado pela leitura em espectrofotdmetro a 560 nm. Uma unidade de SOD (U) é
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir, em 50%, a fotorreducéao
do NBT e a atividade especifica da enzima foi expressa em U mint g de proteina.

A atividade da CAT foi determinada em espectrofotometro (240 nm) pelo
monitoramento da variacao da absorcéo do peroxido de hidrogénio, conforme Peixoto
et al. (1999). O sistema de reacdo foi composto por 100 pyL de extrato enzimatico e
1900 pL de solugdo tampao fosfato de potassio (50 mmol L, pH 7,0) suplementado
com peroéxido de hidrogénio (H202, 12,5 mmol L), totalizando volume final de 2000
ML. A variagao da absorcao foi calculada em um intervalo de 80 s, a fim de verificar
guanto decréscimo ocorreu na absorbancia. Para calcular a atividade especifica da
enzima, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do H202 (39,4 mmol L't cm™) e a
atividade foi expressa em nmol de H202 consumido min- g proteina.

A atividade da POD total foi determinada de acordo com metodologia proposta
por Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacéo foi composto por 30 uL de extrato
enzimatico, 500 pL de tampao fosfato de potassio (50 mmol L, pH 6,5), 250 uL de
pirogalol (1,2,3-benzenotriol 20 mmol L) e 220 uL de perdxido de hidrogénio (H202)
5 mmol L?, totalizando um volume final de 1000 uL. A reacdo foi conduzida a
temperatura ambiente por 5 minutos. A formag&o de purpurogalina foi medida em
espectrofotdometro a 430 nm. Para calcular a atividade especifica da enzima foi usado
0 seu coeficiente de extingdo molar (2,47 mmol L' cm?) e a atividade foi expressa em

umol de purpurogalina min g de proteina.
3.3.4 Andlise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F e

quando significativos as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Nos experimentos 3.3.1 e 3.3.2 foi realizada uma
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analise conjunta da duplicata experimental (Apéndice B) e os resultados apresentados
representam a média de dois experimentos. Os graficos foram elaborados com auxilio

do programa Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDO 1 - POTENCIAL ALELOPATICO DA MUCUNA-PRETA UTILIZANDO
BIOENSAIOS

4.1.1 Resultados - Método do extrato aquoso
A caracterizacao dos extratos da raiz, caule e folha da mucuna-preta segundo
as andlises fisico-quimicas mostrou que a condutividade elétrica, pH e osmolalidade

variaram entre 5,35 a 7,12, 2,18 a 14,51 e 36 a 58, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos aquosos da raiz, caule e folha

da mucuna-preta.

Concentracao de Condutividade elétrica Osmolalidade
extrato (%) (uS cm) P (mmol kg?)
Raiz
0 - Controle 2,18 7,12 0
25 4,62 6,09 42
50 8,75 5,82 45
75 11,30 5,57 48
100 14,51 5,35 51
Caule
0 - Controle 2,18 7,12 0
25 4,81 6,20 44
50 7,09 6,11 48
75 10,32 5,97 53
100 13,20 5,84 58
Folha
0 - Controle 2,18 7,12 0
25 4,03 6,50 36
50 5,85 6,28 43
75 8,47 6,00 48

100 11,10 5,91 52
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As solucdes de polietilenoglicol (PEG 6000) referentes as concentracfes dos
extratos nas diferentes partes da mucuna-preta nao influenciaram na germinacao,
vigor e desenvolvimento das plantulas de alface (Tabela 3 e 4), desconsiderando-se
assim, a possibilidade de possiveis interferéncias de natureza osmética dos extratos

sobre a alface.
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Tabela 3 - Germinacao (%), primeira contagem (PC), tempo médio para ocorréncia
de 50% de germinacao (T50) e indice de velocidade de germinacéo (IVG) de
sementes de alface (Lactuca sativa L.) submetidas a diferentes concentracdes de
solucdes de polietilenoglicol (PEG 6000) com osmolalidade similar aos extratos

estudados.
Osmolalidade Germinacgéao
(mmol kg3) %) PC T50 IVG
Raiz
0 — Controle 96,50+0,28 96,91+1,05 156+0,02 4156+1,16
42 96,75+0,47 92,36+4,24 185+0,06 40,33+1,33
45 97,00+£0,40 89,21+3,39 192+0,08 38,56+1,22
48 96,00+0,40 88,49+0,74 1,76+0,01 38,76+0,98
51 97,50+050 91,90+2,21 195+0,10 38,15+1,69
Caule
0 — Controle 96,75+0,62 93,27+2,11 161+0,01 44,30+0,72
44 95,75+0,25 90,74+3,18 1,64+0,06 4256+2,31
48 97,00+£057 91,75+187 1,72+0,03 41,89+1,02
53 96,50+0,50 90,02+2,87 1,80+0,01 37,25+2,31
58 97,00+ 0,57 90,27+3,68 1,82+0,02 38,16+ 1,02
Folha
0 — Controle 97,25+0,25 90,12+1,31 1,80%+0,03 38,89+0,64
36 96,25+0,47 92,37+2,03 165+0,02 44,48+0,84
43 97,25+0,25 88,18+3,76 1,80+0,07 40,19+1,45
48 97,50+0,28 90,61+125 191+0,05 39,26+0,66
52 96,23+0,47 93,76 +2,23 1,77+0,08 41,66+1,95
Partes da planta (A) 2,36 0,11" 1,53 2,33™
Concentracao (B) 0,59" 1,13"s 2,37™ 1,64ns
AxB 1,67 0,70ms 1,25 1,24"s
C.V. (%) 1,71 573 7,15 6,63

padrdo (n=4).

ns: letras mindsculas néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Média + erro
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Tabela 4 - Comprimento (mm) da raiz, parte aérea e biomassa seca total das

plantulas (g) de sementes de alface (Lactuca sativa L.) submetidas a diferentes

concentracdes de solugdes de polietilenoglicol (PEG 6000) com osmolalidade similar

aos extratos estudados.

Comprimento

Osmolalidade Comprimento da Biomassa
_ da parte aérea
(mmol kg?) raiz (mm) seca (g)
(mm)
Raiz
0 — Controle 0,85+0,01 0,87 £ 0,01 0,0388 + 0,001
42 0,82 +0,02 0,89 + 0,02 0,0399 £ 0,001
45 0,86 + 0,01 0,86 + 0,05 0,0390 £ 0,001
48 0,89 £ 0,01 0,85+ 0,03 0,0389 + 0,002
51 0,83+0,01 0,87 £ 0,01 0,0386 + 0,002
Caule
0 — Controle 0,88 £ 0,01 0,90+ 0,01 0,0399 £ 0,001
44 0,84 + 0,02 0,88 + 0,02 0,0379 £ 0,003
48 0,85+ 0,02 0,87 £ 0,01 0,0396 + 0,002
53 0,86 + 0,02 0,89 + 0,02 0,0384 £ 0,002
58 0,80 + 0,04 0,87 £ 0,03 0,0389 £+ 0,003
Folha
0 — Controle 0,86 + 0,01 0,86 + 0,02 0,0389 + 0,002
36 0,84 + 0,02 0,88 + 0,01 0,0383 £ 0,003
43 0,84 + 0,02 0,85+ 0,02 0,0371 £ 0,001
48 0,89 + 0,03 0,83+ 0,04 0,0392 + 0,002
52 0,84 +0,01 0,86 + 0,01 0,0371 £ 0,002
Partes da planta (A) 3,22™ 1,407 0,26"
Concentracao (B) 0,13" 0,6 0,08™
AxB 0,61" 0,1m 0,16"
C.V. (%) 5,17 5,96 11,31

ns: letras mindsculas nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Média + erro

padréo (n=4).

Os efeitos dos extratos aquosos da mucuna-preta afetaram a germinacgédo e

vigor das sementes de alface (Figura 8). Em germinacdo (%G), tempo médio para



43

ocorréncia de 50% de germinacdo (T50), indice de efeito alelopatico (RI),
comprimento da raiz e parte aérea e biomassa seca das plantulas verificou-se
interacéo significativa das partes da planta da mucuna-preta (raiz, caule e folha) x
concentracdo do extrato (0, 25, 50, 75 e 100%) (Figura 8, 9, 10 e 11). Além disso,
notou-se que o aumento da concentracdo do extrato resultou na intensificacdo do

efeito inibitorio, quando as folhas da planta foram utilizadas.

Figura 8 - Primeira contagem (PC) - (A), germinacgédo (%) - (B), indice de velocidade
de germinacao (IVG) - (C) e tempo médio para ocorréncia de 50% de germinacao
(T50) - (D) de sementes de alface (Lactuca sativa L.) submetidas a diferentes

concentracdes (%) de extrato aquoso da raiz, caule e folha da mucuna-preta.
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*Barras correspondem ao erro padrao (n=4). Médias seguidas por mesma letra mailscula para as
diferentes partes da planta (raiz, caule e folha) e miniscula para as concentrac¢des (0, 25, 50, 75 e

100%) néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% de probabilidade.
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Os extratos aquosos das folhas e raizes da mucuna-preta a partir da primeira
concentracao (25%) influenciaram negativamente nos valores de germinacédo e T50
das sementes de alface, enquanto para o caule, esse efeito ocorreu em 50 e 75% do
extrato, respectivamente para essas duas avaliacdes. A reducdo da germinacédo na
tltima concentracédo (100%) dos extratos foi de 15, 10 e 18%, e para o T50 houve
aumento do tempo para germinacdo de 9, 13 e 16% em relacdo ao tratamento
controle, para raiz, caule e folha, respectivamente (Figura 8B e D).

Em primeira contagem (PC) e indice de velocidade de germinacéo (IVG) notou-
se diferenca significativa apenas no fator concentracdo quando comparado ao
tratamento controle (Figura 8A e C).

O indice de efeito alelopético (RI) pode apresentar valores positivos em relacao
ao controle quando ocorre estimulo e valores negativos quando ha inibicdo. No
presente estudo, pode-se observar que todas as concentracbes testadas,
independente da parte da planta utilizada, inibiram a germinacdo das sementes de
alface, sendo os efeitos proporcionais ao aumento das concentracdes. Além disso,
nota-se que os efeitos sdo mais intensos com o uso das folhas seguido do caule e raiz
(Figura 9).

Figura 9 - indice de efeito alelopatico (RI) de sementes de alface (Lactuca sativa L.)
submetidas a diferentes concentracdes (%) de extrato aquoso da raiz, caule e folha

da mucuna-preta.
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*Barras correspondem ao erro padrdo (n=4). Médias seguidas por mesma letra mailscula para as
diferentes partes da planta (raiz, caule e folha) e mindscula para as concentracdes (0, 25, 50, 75 e

100%) néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade.
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O efeito dos extratos da mucuna-preta sobre o crescimento de alface resultou
na interacao significativa para os parametros estudados: comprimento da raiz e parte
aérea e biomassa seca total (Figura 10 e 11). Em todas as avaliagbes, com o aumento
da concentragcdo dos extratos ocorreu a reducdo das raizes, parte aérea e biomassa
seca total. Esse efeito foi maior quando foi utilizado as folhas da mucuna-preta. As
maiores reduc¢des no comprimento radicular foram 28, 21 e 31% e para a parte aérea
26, 19 e 30% para 100% da concentracdo da raiz, caule e folha respectivamente
(Figura 10). Para as mesmas partes das plantas e concentracéo, houve reducao na

biomassa seca em 14, 10 e 20% quando utilizado a maior concentracdo (Figura 11).

Figura 10 - Comprimento da raiz e parte aérea (cm) de sementes de alface (Lactuca
sativa L.) submetidas a diferentes concentracdes (%) de extrato aquoso da raiz,

caule e folha da mucuna-preta.
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*Barras correspondem ao erro padrdo (n=4). Médias seguidas por mesma letra mailscula para as
diferentes partes da planta (raiz, caule e folha) e mindscula para as concentra¢des (0, 25, 50, 75 e

100%) néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% de probabilidade.
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Figura 11 - Biomassa seca total (mg) de plantulas de alface (Lactuca sativa L.)
submetidas a diferentes concentracdes (%) de extrato aquoso da raiz, caule e folha

da mucuna-preta.

40 | RAIZIE CAULE [ FOLHA
@
© @ <C o
<< o ®
35 4 a a o
@ 228 2

— e o o Q
£ 301 5 3y
N o
By
S 25 -
o]
5]
9 20 -
@©
7
© 15 A
£
2
m 10 4

5._

0

0 25 50 75 100

Concentragdes dos extratos (%)

*Barras correspondem ao erro padrdo (n=4). Médias seguidas por mesma letra mailscula para as
diferentes partes da planta (raiz, caule e folha) e mindscula para as concentra¢des (0, 25, 50, 75 e

100%) néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade.

4.1.2 Resultados - Método sanduiche

Na germinacédo o efeito verificado foi apenas na concentracdo (Figura 12),
diferente do que ocorreu no estudo 1 com extrato aquoso, sendo essa, influenciada
negativamente com o aumento da quantidade da planta adicionada. A reducéo de
germinacao chegou a 27, 23 e 20% com 80 mg de folha, raiz e caule, respectivamente
(Figura 12). As partes das plantas de mucuna-preta que mais afetaram a germinacao

de alface foram folha>raiz>caule.
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Figura 12 - Germinacao (%) de sementes de alface (Lactuca sativa L.) submetidas a

diferentes concentracfes (mg) de raiz, caule e folha da mucuna-preta pelo método

sanduiche.
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*Barras correspondem ao erro padrdo. Médias seguidas por mesma letra mailscula para as diferentes
partes da planta (raiz, caule e folha) e minGscula para as concentracdes (0, 10, 20, 40 e 80 mg) nao

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade.

O efeito sobre o desenvolvimento da raiz e parte aérea da alface variou em
funcdo da parte da planta e concentracdo utilizada (Figura 13 e 14). A intensidade de
inibicdo foi diretamente relacionada a quantidade adicionada, sendo os efeitos mais
intensos observados na presenca de 80 mg. Nessa concentracdo, as maiores
reducbes para a parte aérea foram de 68, 38 e 32% para a folha, raiz e caule,
respectivamente, enquanto para a raiz foi de 76, 55 e 51% seguindo a mesma ordem
da planta citada anteriormente. Esses resultados também estdo de acordo com 0s
encontrados no experimento 1. Vale destacar o efeito da coloracao preta nas pontas
das raizes das plantulas de alface (Figura 14) que podiam ser facilmente destacadas

apresentando alta fragilidade.
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Figura 13 - Comprimento da raiz e parte aérea (cm) de sementes de alface (Lactuca
sativa L.) submetidas a diferentes concentracdes (mg) da raiz, caule e folha da

mucuna-preta.
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*Barras correspondem ao erro padrao. Médias seguidas por mesma letra mailscula para as diferentes
partes da planta (raiz, caule e folha) e minUscula para as concentra¢des (0, 10, 20, 40 e 80 mg) néo

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade.
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Figura 14 - Efeitos das diferentes concentracdes (mg) da raiz, caule e folha da
mucuna-preta em plantulas de alface (Lactuca sativa L.).
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Fonte: Roque de Carvalho Dias

Figura 15 - Sintomas de coloracao preta na extremidade radicular das plantulas de
alface (Lactuca sativa L.) submetidas a diferentes concentragdes (mg) da raiz, caule

e folha da mucuna-preta.

Fonte: Roque de Carvalho Dias

4.1.3 Discussao

As caracteristicas fisico-quimicas dos extratos aquosos da raiz, caule e folha
da mucuna-preta (Tabela 2) sédo utilizadas como parametros para averiguar se 0s
efeitos sobre a germinacao e vigor das sementes estédo relacionados aos possiveis

compostos alelopéaticos ou a presenca de outras substéncias como acucares,
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aminoacidos, sais entre outros, que podem influenciar na concentracao iénica e ser
osmoticamente ativos (FERREIRA; BORGUETTI, 2004).

Em relacdo &s caracteristicas fisico-quimicas encontradas nos extratos
estudados, isto é, valores de pH (5,35 - 7,12) e condutancia elétrica (CE) (2,18 - 14,51
uS cm), tais parametros ndo sdo capazes de interferir negativamente na germinacéo
da alface conforme ja relatado por varios autores, como Oliveira et al. (2013), Rizzi et
al. (2016) e Matias et al. (2021). Da mesma forma, Costa et al. (2020) verificaram que
valores de CE abaixo de 20 uS cm ndo atrapalham a germinacéo da alface. Além
disso, valores de pH inferiores a 3,0 e superiores a 9,0 podem influenciar
negativamente na germinacdo e crescimento das raizes (RICE, 1984). Assim, 0s
valores de pH observados para os extratos de mucuna-preta no presente estudo néao
interferiram nos resultados encontrados.

Durante o processo germinativo das sementes, algumas substancias
alelopaticas capazes de inibir ou retardar o crescimento e/ou multiplicacédo das células
podem ser absorvidas em conjunto com a agua, afetando assim a germinacao das
mesmas (GONZALEZ et al., 2002), corroborando no presente trabalho, em que a
germinacao foi afetada com as concentracfes dos extratos aquosos (Experimento 1)
e lixiviados pelo método sanduiche (Experimento 2) das partes da planta. Ha diversos
trabalhos com diferentes metodologias de confec¢cdo de extratos e 6rgdos usados da
mucuna-preta avaliando o efeito alelopatico na germinacdo e IVG de plantas
receptoras, como a alface. O uso dessa planta como bioindicadora € devido ao seu
uso universal, facilidade e alta sensibilidade a possiveis substancias alelopaticas
(APPIAH; AMOATEY; FUJII, 2015). Hachinohe; Sunohara e Matsumoto (2004)
concluiram que a alface € a planta mais sensivel aos ensaios submetidos com
mucuna-preta.

Por exemplo, em extratos aquosos das folhas e raizes da mucuna-preta, houve
reducdo na germinacdo e IVG da alface (TEIXERA; ARAUJO; CARVALHO, 2004;
SOUZA; YAMASHITA, 2006; ERASMO et al., 2011). J& em extrato hidroalcodlico com
a mesma espécie citada anteriormente, a germinagéo e o IVG em alface e cenoura
foram comprometidas, sendo que a menor concentragéo (25% v/v) utilizada diminuiu
em mais de 90% a germinacao das plantas estudadas (SOUZA et al., 1999). Rankrape
et al. (2018) verificaram que os extratos aquosos das folhas secas da Mucuna
cinereum reduziram a germinacgao de plantas de aveia, centeio e trigo. Enquanto para

M. pruriens, os extratos aquosos das folhas frescas (ZASADA et al., 2006) e secas
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(FUJII, 2003) inibiram a germinacéo da alface. Ao avaliar a alelopatia das folhas de
oito espécies de mucuna-preta, Appiah, Amoatey e Fujii (2015) verificaram efeito
negativo na germinacdo da alface para o método sanduiche e ndo para o extrato
aquoso. Dessa forma, sobre os efeitos alelopaticos na germinacao, ressalta-se que
em campo, isso pode significar prejuizo a cultura de interesse devido ao baixo poder
de competicdo e consequente reducéo de produtividade ocasionado pela interferéncia
da mucuna-preta.

O T50 representa o tempo médio para ocorréncia de 50% de germinacao,
sendo observado que na presenca dos extratos foi necessario mais dias para que a
metade das sementes germinassem. Portanto, a planta de mucuna-preta tem o
potencial de retardar o crescimento de plantas de alface. Corroborando com o0s
encontrados nesse trabalho, Kaiira et al. (2021), utilizando os lixiviados da mucuna-
preta, verificaram atraso para a germinacdo em arroz e milho. Variaveis relacionadas
a germinacdo e vigor sdo comumente utilizadas em experimentos alelopaticos e
representam importante estratégia inicial para verificar os efeitos desses compostos
(REIGOSA et al., 2013). Além disso, o atraso ou irregularidade na germinacédo é
prejudicial, pois a semente fica muito tempo exposta no campo e, assim, fica
vulneravel ao ataque de pragas e doencas, condicdes climaticas desfavoraveis e
interferéncia na fase pré-germinativa (ALENCAR et al., 2016).

Para o comprimento da parte aérea e raiz e biomassa seca das plantulas de
alface (método extrato aquoso e sanduiche) verificou-se também efeitos alelopaticos
negativos nessas variaveis. Em ambas as metodologias usadas, o crescimento da
planta é influenciado, em grande parte, pela germinacéo. Por isto, altera¢des no vigor
podem originar plantulas com crescimento reduzido (CENTENARO et al., 2009),
corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho. Nos estudos
alelopaticos, mudancas na germinacdo e vigor podem resultar de diversos efeitos
causados em nivel priméario. Dentre eles, alteracdbes na permeabilidade de
membranas, na transcricdo e traducdo do DNA, no funcionamento de mensageiros
secundarios, na respiracdo, devido ao sequestro de oxigénio, na conformacéo de
enzimas e receptores, ou ainda pela combinacdo destes fatores (FERREIRA,
AQUILA, 2000).

A coloracdo preta nas extremidades radiculares das plantas de alface foi
verificada de forma semelhante ao estudo do efeito da concentragdo de L-Dopa em
raizes de alface (NISHIHARA et al., 2004) e pepino (MUSHTAQ, SUNOHARA,
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MATSUMOTO, 2013). Segundo o ultimo estudo, aos autores consideraram que esse
efeito indica a formacdo de melanina e que de acordo com o estudo foi maior com o
aumento da concentracdo de L-DOPA.

Os efeitos alelopaticos da mucuna-preta estdo associados também a
diminuicdo da germinacéo das sementes (BIDO et al., 2018) e como consequéncia a
influéncia negativa no crescimento inicial e desenvolvimento da planta. Nesse
contexto, vale destacar que a atividade alelopatica da mucuna-preta pode representar
uma ferramenta de manejo integrado de plantas daninhas. Efeitos alelopaticos da
mucuna-preta (Mucuna spp.) foram verificados em Cyperus rotundus L. (ALMEIDA;
CAMARA, 2012), Digitaria insularis L. (PETTER et al., 2015), Eleusine indica (L.)
gaertn (RUGARE, PIETERSE, MABASA, 2020), Ipomoea grandifolia (Dammer)
O'Donell) (MONQUERO et al., 2009), Lolium rigidum L. (TRAVLOS et al., 2018) e
Spermacoce verticillata L. (VARGAS, PASSOS, KARAM, 2018).

Nos bioensaios realizados nesse trabalho destacamos que a mucuna-preta
apresentou alelopatia nos testes realizados para alface. Além disso, os efeitos foram
mais acentuados na sequéncia de folha > raiz > caule. Vale destacar que todos os
orgaos da planta tém potencial para armazenar aleloquimicos, mas a quantidade e o
caminho pelos quais séo liberados diferem de espécie para espécie (TAIZ et al., 2017).
Em linhas gerais, a folha é o 6rgao da planta mais ativo metabolicamente, assim, é de
se esperar que elas apresentem maior diversidade de aleloquimicos (RIBEIRO et al.,
2009). Segundo Soares et al. (2014) e Rugare, Pieterse e Mabasa (2020), as folhas
de Mucuna pruriens sdo os 6rgaos da planta com maior quantidade de aleloquimicos
e por isso, possui maior efeito alelopatico, corroborando com os resultados
encontrados.

A atividade alelopatica de mucuna-preta é atribuida a presenca de
aleloguimicos encontrados nessa planta, sendo o principal composto relacionado a
fitotoxicidade o L-3,4- dihidroxifenilalanina (L-DOPA), um aminoacido nao-proteico
precursor de alcaldides e fenilpropandides (FUJII; SHIBUYA; YASUDA, 1991; FUJII;
SHIBUYA; YASUDA, 1992, SOARES et al., 2014) e corresponde a 0,5-1,5% do peso
das folhas frescas e 6-9% da semente seca (FUJIl, 1999). A formacdo desse
composto é resultado da hidroxilacdo da tirosina pela enzima tirosina hidroxilase na
rota do acido chiquimico (MARCHIOSI et al., 2020).

A fitointoxicac&o pelo L-Dopa é relacionada, em grande parte, a metabolizacao
desse composto (HACHINOHE; SUNOHARA; MATSUMOTO, 2004). Segundo esses
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autores, a maior porcentagem de 14C-L-Dopa encontrada em capim-arroz
(Echinochloa crus-galli L.) diferentemente do encontrado em alface (Lactuca sativa L.
cv. Great lakes 366), espécies de maior e menor tolerancia, respectivamente, explica
que a causa da fitointoxicagdo da planta mais sensivel se deu devido a maior
metabolizacdo do L-DOPA. A oxidacéo desse composto pela polifenoloxidase (PPO),
a partir da via da sintese da melanina, gera aumento na producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), sendo responsavel pelo efeito inibitdrio em plantas suscetiveis
(HACHINOHE et al.,, 2004; HACHINOHE; MATSUMOTO, 2005; HACHINOHE;
MATSUMOTO, 2007; MARCHIOSI et al., 2020), efeito esse que também pode ser
verificado nesse estudo (Figura 15). Assim, as consequéncias dessa reacdo podem
causar danos severos as proteinas celulares e levar a inibicdo de varias enzimas
importantes durante a fotossintese, peroxidacao de lipidios e pigmentos, disfuncéo
mitocondrial, fragmentacdo do DNA e apoptose (PATTISON; DEAN; DAVIS, 2002).

Por outro lado, ha evidéncias que a producdo de EROs nao € o unico fator
responsavel pela fitointoxicacdo de L-DOPA. Plantas de soja expostas ao L-DOPA
apresentaram alta atividade de fenilalanina amonia-liase (PAL) e alto teor de lignina
(SOARES et al., 2007, 2012). Segundo esses autores, a possivel metabolizacdo do
L-DOPA em fenilalanina pode ter estimulado a via dos fenilpropandides e a
lignificacdo, com consequente inibicAo do crescimento das plantulas através de
enrijecimento da parede celular, processo relacionado a formacdo de ligactes
cruzadas entre os polimeros da parede celular. No mesmo sentido, Siqueira-Soares
et al. (2013) concluiram que a inibicdo do crescimento em plantas de milho pela
aplicacao do L-DOPA foi associada ao aumento da lignificacdo. No entanto, Bido et
al. (2018) constataram que ap0s a aplicacdo de L-DOPA em plantas de soja houve
reducdo na atividade de enzimas como a PAL e &lcool cinamilico-desidrogenase
(CAD) e lignina. Esses autores, consideraram que o tempo de exposi¢cdo maior do L-
DOPA seguido da renovacdo da solucdo nutritiva e consequente absorcéo
proeminente do composto pode ser o motivo pela diferenca dos resultados
encontrados.

O perfil de expressao génica em plantas Arabidopsis thaliana expostas ao L-
DOPA revelou aumento na expressao de 110 genes, muitos dos quais associados a
homeostase de metais, como Zn, Cu e Fe; por outro lado, regulou negativamente 69
genes, que sdo divididos em diferentes categorias funcionais, principalmente com

base na localizacdo subcelular, metabolismo e proteinas com fung¢éo de ligagédo ou
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exigéncia de cofator (GOLISZ et al., 2011). Esses autores concluiram, que o L-DOPA
atua por dois principais mecanismos: metabolismo de aminoacidos e desregulacdo da
homeostase de metais. A presenca do L-DOPA em Mucuna pruriens ocorre em todos
os oOrgdos da planta, com destaque para as folhas (FUJII et al., 1991; PRAKASH,;
NIRANJAN; TEWARI, 2001; SIDDHURAJU; BECKER, 2001); portanto, esses
resultados, confirmam o potencial alelopatico para a mucuna-preta (Mucuna pruriens
var. utilis) e seu efeito acentuado quando associado as folhas dessa planta,
possivelmente devido a presenca do L-DOPA.

Dessa forma, vale ressaltar a importancia dos estudos de alelopatia com
diferentes metodologias e plantas receptoras. Paralelamente, estudos em condicfes
naturais sdo fundamentais para o entendimento da complexidade das interacdes
relacionadas aos efeitos alelopaticos da mucuna-preta. A realizacdo de trabalhos
abrangentes, com variacfes de metodologias, condi¢des laboratoriais e de campo sao
de suma importancia, a fim de minimizar os erros na interpretacéo de resultados, além

de contribuir com o desenvolvimento dos estudos relacionados a alelopatia.

4.2 ESTUDO 2 - ALELOPATIA DA MUCUNA-PRETA EM MUDAS PRE-BROTADAS
DE CANA-DE-ACUCAR

4.2.1 Resultados

Na Tabela 5, estdo descritos os atributos quimicos do solo apds a retirada das
plantas de mucuna-preta (30 DAE) e das mudas pré-brotadas de cana-de-acucar
(MPB) (63 DAT). Destaca-se que nao houve valores discrepantes nos resultados
encontrados, desconsiderando-se assim possiveis interferéncias de carater

nutricional nos resultados obtidos.
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Tabela 6 - Atributos quimicos do solo apos cultivo de mucuna-preta (30 DAE) e das

mudas pré-brotadas de cana-de-acucar (MPB) (63 DAT).

Tratamentos Ca?*
Periodos (plantas por P K* + S B Cu Fe Mn Zn

vaso) Mg?*
0 113% 5,33 45 53 047 05 69 14 31
2 103 5,53 41 52 0,38 06 67 12 472
DiOEl 4 108 5,27 41 583 031 06 71 12 3.2
8 120 5,09 41 50 046 06 60 14 38
0 74 245 33 37 036 0,7 44 06 272
2 76 3,00 33 30 0,75 0,7 48 04 35
DGA?I'Z 4 80 2,63 33 46 0,25 08 47 0,6 3,0

8 77 2,73 38 47 036 06 50 04 49

1 Dias ap6s a emergéncia. 2 Dias apoés o transplantio. 3Andlise composta da duplicata.

Para as variaveis altura, diametro, perfilhamento e biomassa seca da parte
aérea e raiz das MPB de cana-de-acucar 0s experimentos apresentaram semelhanca
de resultados e ndo apresentaram diferenca significativa pela andlise conjunta
(Apéndice A), assim os dados foram apresentados com a meédia dos dois
experimentos.

As mudas pré-brotadas de cana-de-acucar tiveram seu crescimento inicial
afetado negativamente apdés o cultivo da mucuna-preta (Figura 16, 17 e 18). Os efeitos
nos parametros analisados foram variados de acordo com o periodo analisado. Nota-
se ainda que a reducédo no diametro, altura e numero de perfilhos foi mais acentuado
guando foi cultivado oito plantas de mucuna-preta.

Tanto crescimento em altura quanto diametro, tiveram seus valores reduzidos
a partir de 42 DAT (Figura 16A e B) nas mudas que foram previamente cultivadas em
vasos com quatro e oito plantas de mucuna-preta. As redugdes de crescimento da
altura nesses tratamentos (4 e 8 plantas de mucuna-preta) foram de 8 e 12%, 10 e
14%, 10 e 14% e 6 e 10% (Figura 16A) e para crescimento do diametro, 16 e 17%, 13
e 18%, 21 e 24% e 17 e 21%, respectivamente para 42, 49, 56 e 63 DAT (Figura 16B).
Para os perfilhos, as redugbes ocorreram a partir de 56 DAT nos tratamentos que o
solo foi previamente cultivado com duas maiores densidades de mucuna-preta (4 e 8

plantas), alcancando aos 63 DAT reducdes de 23 e 25% e 18 e 26%, respectivamente.
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Nesse contexto, entende-se que reducdo no crescimento da planta
possivelmente pela alelopatia ocorreu até um determinado periodo, seguido da
recuperacdo das plantas, indicando que o efeito alelopatico ndo € permanente e

crescente.
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Figura 16 - Crescimento (%) da altura, diametro e numero de perfilhos de muda pré-

brotada de cana-de-acucar em transplantio apés o cultivo de mucuna-preta.
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Médias seguidas por mesma letra, dentro de cada época, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média

(n = 4). Os valores representam a média de dois experimentos.

A biomassa seca da parte aérea e raiz das MPB foi reduzida com o aumento

da densidade das plantas de mucuna-preta cultivadas (Figura 17). Vale destacar que
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as maiores reducdes foram com 4 e 8 plantas de mucuna-preta, ou seja, 24 e 26% de
reducdo nas raizes e 20 e 23% de reducdo na parte aérea, respectivamente. Além
disso, o tratamento com duas plantas reduziu a biomassa das raizes, demonstrando

assim, maior sensibilidade para esse 6rgéo.

Figura 17 - Biomassa seca (%) da parte aérea e raiz de muda pré-brotada de cana-

de-acucar em transplantio apés o cultivo de mucuna-preta.
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Médias seguidas por mesma letra minUscula para parte aérea e mailscula para raiz entre densidade
populacional, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade.

As barras verticais representam o erro padrao da média (n = 4). Os valores representam a média de
dois experimentos.

Figura 18 - Efeito em muda pré-brotada de cana-de-acglcar transplantadas em solo

cultivado com diferentes densidades de mucuna-preta (0, 2, 4 e 8 plantas por vaso)
aos 63 DAT.

Fonte: Roque de Carvalho Dias
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Os dados de trocas gasosas serdo discutidos e apresentados para cada
experimento, pois ndo foi possivel agrupar os experimentos por meio da analise
conjunta (Apéndice A). Para as trocas gasosas observou-se os efeitos mais intensos
no periodo inicial avaliado, ou seja, nas mudas pré-brotada (MPB) de cana-de-agUcar
apos 21 dias de transplantio apés o cultivo de mucuna-preta (Figura 19 e 20). Nesse
periodo e em ambos 0s experimentos, a concentracdo interna de carbono (Ci),
assimilacao liquida de CO2 (A) e o uso eficiente da agua (EUA) tiveram redu¢cdes nos
valores conforme o aumento da densidade de mucuna-preta que esteve presente
antes ao transplantio da MPB. Ja aos 42 DAT notou-se diferencas nas variaveis Ci e
E no experimento 1, EUA no experimento 2 e na A em ambos 0S experimentos.
Enquanto a gs e A/Ci ndo tiveram seus valores influenciados. Na ultima avalia¢éo, ndo
foi observado efeito dos tratamentos na resposta para as trocas gasosas,

independente do experimento e tratamento analisado.
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Figura 19 - Taxa de assimilagéo liquida de CO2z (A), condutéancia estomatica (gs) e
concentracgdo interna de CO2 (Ci) em muda pré-brotada de cana-de-agucar aos 21,
42 e 63 dias apds ao transplantio (DAT) de mucuna-preta.
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Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média (n = 4).
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Figura 20 - Taxa de transpiracdo (E), uso eficiente da agua (EUA) e eficiéncia

instantanea de carboxilacdo (A/Ci) em muda pré-brotada de cana-de-acucar aos 21,
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Médias seguidas por mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de

5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 4).

Para o bioensaio utilizando o solo da rizosfera da mucuna-preta, notou-se que

as raizes das plantulas de alface tiveram seu comprimento comprometido (Figura 21).

Como no ESTUDO 1, houve o efeito da coloragdo escurecida nas pontas das raizes
(Figura 22).
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Figura 21 - Comprimento da raiz e parte aérea (cm) de plantulas de alface utilizadas
no método de analise do solo da rizosfera da mucuna-preta.
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significancia de 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média (n = 6).

Figura 22 - Plantulas de alface utilizadas no método de analise do solo da rizosfera
da mucuna-preta.
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Fonte: Roque de Carvalho Dias

4.2.2 Discussao

A mucuna-preta produz muitos compostos secundarios alelopaticos, sendo
considerado o principal o L-Dopa (L-3,4- dihidroxifenilalanina), um aminoacido néo-

proteico (SOARES et al., 2014). Esse composto € liberado no solo a partir das raizes
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(FURUBAYASHI; HIRADATE; FUJII, 2005) e sua concentracdo pode chegar a 50 mg
Lt nas proximidades das raizes (PUGALENTHI; VADIVEL; SIDDHURAJU, 2005).
Segundo Fujii (1999) e Golisz et al. (2011), a producéo de massa fresca pode variar
entre 20 - 30 t ha't, com adicdo entre 100 - 450 kg ha! de L-Dopa ao solo. Diversos
trabalhos relatam os efeitos alelopaticos do L-dopa de mucuna-preta em culturas e
plantas daninhas (MARCHIOSI et al., 2020).

A alelopatia é uma forma de interferéncia direta que pode ser observada entre
as plantas. Contudo, na pratica, € bastante dificil distinguir os efeitos decorrentes da
alelopatia e/ou da competicdo. Pitelli (1985) esclarece que a competicdo ocorre
guando ha reducdo ou remocéo de um fator de crescimento, enquanto a alelopatia
ocorre devido a adicdo de um fator no meio. Portanto, a maioria dos trabalhos
limitaram a avaliacdo genérica da interferéncia de mucuna-preta e/ou espécies de
habito de crescimento semelhante na cultura da cana-de-agucar.

Nesse contexto, Bressanin et al. (2016) encontraram que a interferéncia da
mucuna-preta reduziu em 50% a produtividade da cana-de-agucar, além de afetar a
qualidade do produto colhido como a reducao do Brix e aglcar total recuperavel (ATR).
Nesse mesmo trabalho, os autores consideraram que quando a mucuna-preta
conviveu com a cultura desde o inicio do ciclo até a colheita, o acamulo foi de 4,37 g
m-2 proporcionando reducdo de 1 t ha' de colmos da cultura. Plantas daninhas de
hébito trepador do género Ipomoea e Merremia, semelhante como a mucuna-preta,
podem proporcionar reducdo de até 24% na produtividade da cana-de-agucar
(AZANIA et al., 2009). Silva et al. (2009) observaram que a interferéncia de Ipomoea
hederifolia L. reduziu a produtividade da cana-de-aclUcar em até 46%, demonstrando
assim, a importancia no controle dessas plantas em canaviais.

Neste estudo, foi observado que quanto maior a densidade populacional de
mucuna-preta cultivada maiores foram as reducdes dos parametros avaliados
(crescimento da altura, crescimento do diametro, numero de perfilhos e biomassa
seca da raiz e parte aérea) (Figura 16 e 17). Também ja foi relatado que a
incorporacao de diferentes partes da mucuna-preta, com destaque para as raizes,
reduziu o crescimento das plantas de canigo-branco (Imperata cylindrica (L.)
Raeusch.) (BERNARD; UDENSI, 2015). Além disso, segundo esses autores, a
reducdo de altura das plantas, quando houve a incorporacdo da mucuna-preta, foi
superior a 20%. No mesmo estudo, o0 uso de diferentes densidades de semeadura da

mucuna-preta em conjunto com canigo-branco, promoveu a diminui¢do na altura e o
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namero de perfilhos da planta, corroborando com os achados nesse trabalho.
Segundo esses autores, os efeitos observados devem-se a presenca de aleloquimicos
pela liberacdo de exsudados radiculares e o tempo de permanéncia desses
compostos é variavel conforme o tempo.

Os resultados obtidos pelo método de analise do solo da rizosfera da mucuna-
preta (Figura 21 e 22) estdo de acordo com os encontrados por Fujii, Furubayashi,
Hiradate (2005), que verificaram redugées no comprimento radicular de plantulas de
alface. Segundo esses autores, Vicia villosa Roth, Solidago altissima L. e Medicago
sativa L. mostraram forte atividade inibitoria e os efeitos foram observados
principalmente nas raizes em comparacdo a parte aérea. Esses resultados
demonstram o potencial efeito alelopatico presente no solo da rizosfera da mucuna-
preta.

Respostas similares também ja foram observadas para outras culturas em que
lixiviados das raizes da mucuna-preta afetaram negativamente a germinacao de
plantas de milho e arroz (KAIIRA et al., 2021a). Os residuos vegetais da mucuna-preta
apresentam alelopatia podendo reduzir a altura, ndmero de perfilhos e folhas,
biomassa de outras plantas (TRAVLOS et al., 2018; KAIIRA et al., 2021c), o0 que atesta
o efeito alelopatico das raizes da mucuna-preta sob outras plantas. Além disso, a
mucuna-preta também interfere no controle da composicdo floristica de plantas
daninhas, indicando o potencial alelopatico dessa planta em campo (FAVERO et al.,
2001; MASCARENHAS et al., 2012), o que pode refletir, por outro lado, em cuidados
para a implementacédo de culturas subsequentes a mucuna-preta, como a cana-de-
acucar.

Experimentos realizados por Kaiira et al. (2021b), em casa-de-vegetagcao e
campo demonstraram efeito alelopatico negativo da mucuna-preta para a cultura do
arroz, quando semeada em conjunto. Em ambas as condi¢c6es houve reducfes no
comprimento radicular, nimero de perfilhos e paniculas e produtividade do arroz.
Além disso, esses autores verificaram a diminuicdo da presenca de erva-de-brucha
(Striga asiatica (L.) Kuntze) em condi¢cdes de campo, e associaram essa reducao a
possivel liberagdo de compostos como o L-DOPA pelas raizes da mucuna-preta.

Os aleloquimicos podem afetar o crescimento e desenvolvimento das plantas
em decorréncia a diversas fung¢des vitais. Por exemplo, Marchiosi et al. (2016)
verificaram que plantas de soja tratadas com L-DOPA e com extratos da semente de

mucuna-preta apresentaram danos no meristema radicular e diminuigéo na absorgao
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de nutrientes. Para esses autores, a combinacdo desses fatores levou a menores
taxas de comprimento, peso de raiz e caule e area foliar, sugerindo-se a atuacao do
L-Dopa. Essas moléculas influenciam também nos processos fisiologicos das culturas,
como aumento da permeabilidade da membrana celular, proliferacao celular e sintese
de DNA em meristemas de plantas, afetando assim as taxas de crescimento das
culturas (EINHELLIG, 1995; INDERJIT; DUKE, 2003). Além disso, os aleloquimicos
podem restringir a absorcao de nutrientes e as atividades do sistema regulador do
crescimento, que posteriormente afetam o crescimento normal das plantas e podem
causar a morte do tecido vegetal (CHENG; CHENG, 2015). Essas informacdes estédo
de acordo com Kaiira et al. (2021b) que constataram reducdo em 15% no teor de
fosforo nas folhas de milho em plantio intercalado com mucuna-preta.

Paralelamente, a fitointoxicagcdo do L-Dopa tem sido associada também a
producao de radicais livres decorrente da sua oxidacdo. Durante esse processo ocorre
a atuacao da polifenoloxidase (PPO) que ocasiona um aumento na producdo de EROs
(MARCHIQOSI et al., 2020). Como consequéncia, esse processo pode causar danos
severos as proteinas da célula, além de afetar processos enzimaticos importantes
durante a fotossintese, peroxidacéo de lipidios e pigmentos, disfuncdo mitocondrial e
fragmentacao do DNA e apoptose (PATTISON et al. 2002), sendo uma das causas do
efeito de inibicdo desse composto em plantas.

Em complemento, alguns estudos consideram também questdes enzimaticas
relacionadas ao crescimento das plantas como outro fator de inibicdo pelo L-Dopa.
BIDO et al. (2018) verificaram efeitos alelopaticos na reducao na atividade de enzimas
como fenilalanina aménialiase (PAL), alcool cinamilico-desidrogenase (CAD) e lignina
em plantas de soja. Para esses autores, esses resultados suportam a hipétese de que
o L-Dopa afeta o processo de suporte estrutural das plantas provocando o menor
crescimento das plantas. Para obter mais informacdes sobre o modo de acéo da L-
DOPA em plantas, Golisz et al. (2011) analisaram o perfil de expressdo génica em
Arabidopsis thaliana expostas ao aleloquimicos e verificaram que os genes regulados
estéo relacionados a regulacéo do metabolismo e homeostase de metais.

Em vista disso, as mudas de cana-de agucar (MPB) apresentaram reducdes
significativas nas trocas gasosas com o0 aumento da densidade de cultivo de mucuna-
preta, em ambos os experimentos (Figura 19 e 20). Sabe-se, portanto, dos efeitos em
cascata que os aleloquimicos podem proporcionar nesses parametros, como citado

anteriormente. Marchiosi et al. (2016) verificaram que plantas de soja submetidas a
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aplicacao de L-DOPA, apresentaram menores valores relacionados as trocas gasosas
em A, gs e E. Ademais, alteracbes em parametros morfolégicos da folha como
aumento na deposi¢do de cera proximo aos estdmatos também foram observados,
sugerindo-se que a baixa concentracéo de Ci e consequéncias na A e E interferiram
diretamente no crescimento da planta. Valores baixos na Ci podem provocar o influxo
deste componente nas células do mesdfilo, assim, a planta utiliza o CO:2 proveniente
da respirac@o para manter um nivel minimo de taxa fotossintética, tornando-a limitada
(TAIZ et al., 2017), corroborando com os resultados encontrados (Figura 19). Os
aleloquimicos também podem provocar determinada limitacdo estomatica que é
acompanhada pela concentracao interna de carbono representando efeitos negativos
assimilacao de CO2 (ZHOU; YU, 2006).

Nesse contexto, o processo fotossintético é influenciado por diversos fatores
bidticos e abioticos, sendo essenciais por exemplo, o CO2 e a agua. Assim, uma
menor taxa de assimilagcdo de CO2 com aumento da transpiracdo de agua, significa
menor acumulo de hexoses com maior quantidade de agua na planta afetando
diretamente as varidveis relacionadas ao crescimento das plantas como altura,
diametro, numero de perfilhos e biomassa seca da parte aérea e raizes.
Paralelamente, os compostos alelopaticos tém sido estudados por influenciarem o
funcionamento estomatal, balanco hidrico, respiracao, fotossintese, entre outros
fatores (EINHELLIG, 1986).

Segundo Marchiosi et al. (2016), os aleloquimicos podem influenciar
indiretamente a regulacédo e manutencdo estomatica, através das condicdes da agua,
equilibrio hormonal e absorcéo de ions. Esses autores consideraram também que a
aplicacéo de L-DOPA pode provocar uma limitacdo ndo estomética na fotossintese,
devido ao fato desse composto influenciar negativamente o rendimento quéntico
efetivo do fluxo de elétrons através do FSII (®). Consideramos ainda, que os efeitos
negativos provocados nas raizes observados no bioensaio de solo rizosfera (Figura
21) pode também ter contribuido na diminuicdo do crescimento radicular das MPB
(Figura 17) o que pode ter auxiliado na reducéo do crescimento dessas plantas, sendo
considerado um fator importante no efeito dessa planta.

Este estudo fornece evidéncias de alelopatia da mucuna-preta sob crescimento
inicial de mudas pré-brotadas de cana-de-acgucar. O estudo mostra efeitos negativos
abrangendo aspectos fisiologicos e de crescimento. Para confirmar se esse potencial

se expressa em condicbes naturais, outras abordagens experimentais s&o
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necessarias, sendo essenciais experimentos a campo, ja que nessas condicdes 0s

efeitos alelopaticos podem sofrer diversos mecanismos de interferéncia na natureza.

4.3 ESTUDO 3 - TROCAS GASOSAS E ATIVIDADE ENZIMATICA EM PLANTAS
DE CAPIM-BRAQUIARIA (UROCHLOA DECUMBENS) EXPOSTAS AO L-
DOPA

4.3.1 Resultados - Efeito de aplicacao foliar de L-DOPA no crescimento

Ao analisar os efeitos das doses de L-DOPA sobre capim-braquiaria observou-
se gque doses entre 0,0156 e 4 mg L! ndo afetaram o comprimento e biomassa seca
da raiz e parte aérea dessas plantas (Figura 23). No entanto, no segundo experimento,
utilizando-se doses maiores, ou seja, 16 e 32 mg L provocaram a reducéo dessas
variaveis, indicando maior sensibilidade do capim-braquiaria a essas concentracdes.
De maneira geral, para essas duas doses, as reducdes no comprimento da raiz e parte
aérea foram de 12 e 10%, respectivamente, enquanto para a biomassa, de 18 e 15%
(Figura 24). Os efeitos negativos para essas doses do L-DOPA podem ser verificados

na Figura 25.
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Figura 23 - Comprimento (A) e biomassa seca (B) da raiz e parte aérea de capim-

braquiaria submetidas a diferentes doses de L-DOPA (Experimento 1).
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Figura 24 - Comprimento (A) e biomassa seca (B) da raiz e parte aérea de capim-

braquiaria submetidas a diferentes doses de L-DOPA (Experimento 2).
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Figura 25 - Efeito de capim-braquiaria submetidas as doses de L-DOPA (mg L?): 0,
8, 16 e 32.

Fonte: Roque de Carvalho Dias



70

4.3.2 Resultados - Efeito de aplicacao foliar de L-DOPA nas trocas gasosas

Da mesma forma, a aplicacdo foliar de L-DOPA reduziu os parametros
relacionados as trocas gasosas em pelo menos um periodo avaliado, o que demonstra
influéncia negativa desse composto nesse processo, exceto a A/Ci, (Figura 26). Os
maiores decréscimos ocorreram nas doses de 16 e 32 mg L1 de L-DOPA, confirmando
que essas doses diminuiram o desenvolvimento das plantas no segundo experimento
(4.3.1). Em relacéo as épocas e os componentes analisados, a Ci, gs, E e A foram
reduzidas em pelo menos dois periodos analisados, com destaque para aos 7 e 14
DAA. Nesse sentido, vale destacar que o efeito ndo é permanente e crescente,
corroborando com os efeitos observados anteriormente em MPB de cana-de-agucar
nos parametros de crescimento e trocas gasosas.

Quando aplicado 32 mg L1 de L-DOPA via foliar, maior dose, aos 3 DAA, aAe
EUA foram reduzidas em mais de 30% (Figura 26E e D). Ja na segunda avaliagao, a
Ci e E (Figura 26A e B) apresentaram reduc¢fes proximas de 20%, enquanto a gs e A
(Figura 26C e 4D) os decréscimos foram de 48 e 32%, respectivamente e no terceiro
periodo avaliado, a Ci e E em 25% e gs e A em 30%. Esses resultados demonstram
gue a Ci, gs, E e A foram os parametros mais influenciados negativamente pelo L-
DOPA em plantas de capim-braquiaria.

O acumulo da biomassa da parte aérea do capim-braquiaria foi influenciado
pelo L-DOPA, sendo as doses de 16 e 32 mg L responsaveis pela diminuicdo de 19

e 23%, respectivamente (Figura 27).
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Figura 26 - Concentragdo interna de CO: (Ci), taxa de transpiragéo (E), condutancia

estomatica (gs), taxa de assimilagéo liquida de COz2 (A), uso eficiente da agua (EUA)

e eficiéncia instantanea de carboxilacao (A/Ci) em muda plantas de capim-braquiaria

gs (mol m?s™) Ci (umol mol™)

EUA (mmol CO, H,0 m?s™)

100

aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a aplicacao (DAA) do L-DOPA.

8

N 3 DAA [ 7 DAA B 14 DAA [ 21 DAA A BN 3 DAA [ 7 DAA B 14 DAA [ 21 DAA
90 A . . . -
80 . 7 T o
6 R
a
70 4 o a a a
a (2]
a -
0] Ta . N e °
50 ¥ F 8 & 4 = 2 b
49 a o
ab b b % E b
40 E o
30 A w
2 a
20 ab bc c
1 a a a a
. H ﬂ H D
0 - ~ 0 L L
0 8 16 32 0 8 16 32
Doses de L-DOPA (mg L") Doses de L-DOPA (mg L")
20 | 3 DAA [ 7 DAA B 14 DAA T 21DAA c 100 /MR 3 DAA =1 7 DAA EEEEI 14 DAA [ 21 DAA
a a
< X
5 20 L ab
h b
1,5 4 i 80 7
aa "o 70 4
I (\" b b :c]:
a € |
ab S 60
J T
e O 50
b ©
5 40 -
< 30 :
05 o .
20 - a a a [
2 ab bc c 10 H ﬂ H ﬂ
a a a a
0,0 - —.-ID -jD -jD 0 - L = L L
0 8 16 32 0 8 16 32
Doses de L-DOPA (mg L") Doses de L-DOPA (ma L™
3
%0 o 3 DAA =1 7 DAA B 14 DAA 1 21 DAA E ' TamEm 3 DAA =0 7 DAA B 14 DAA C—J 21 DAA
25 2,5
a a a
T T T a
20 a - : a 20 2 a i 7
T s 1 ik T A ' a ] a

A/Ci (mol CO, m?s™)
P

8

16

Doses de L-DOPA (mg L)

32

0,5

0,0 -

Ii

;

1

Ii

Doses de L-DOPA (mg L")

32

Médias seguidas por mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significaAncia de

5% de probabilidade para as diferentes doses de L-dopa. As barras verticais representam o erro padrao

da média (n = 5). Os valores representam a média de dois experimentos.




72

Figura 27 - Biomassa seca (%) da parte aérea de capim-braquiaria submetidas a
diferentes doses de L-DOPA.
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4.3.3 Resultados - Efeito do L-DOPA aplicado via solucédo nutritiva na atividade

enzimaéatica

Aplicacédo do L-DOPA via solucédo nutritiva através das raizes das plantulas de
capim-braquiaria reduziu o crescimento e biomassa seca da raiz e parte aérea, com
destaque para as doses de 16 e 32 mg L de L-DOPA (Figura 28). Além disso, esse
decréscimo foi superior para essas variaveis em comparacdo a aplicagao foliar. O
comprimento radicular e da parte aérea nas concentracdes de 16 e 32 mg Lt de L-
DOPA foi reduzido em 20 e 22% e 25 e 30%, respectivamente (Figura 28A). Para
essas mesmas concentracdes, 0s decréscimos na biomassa seca da raiz e parte
aérea foram em geral de 50 e 60% e 55 e 60% (Figura 28B). Salienta-se que apés a
exposicdo do L-DOPA as plantulas de capim-braquiaria houve o aparecimento da
coloragdo preta nas raizes (Figura 29), como ja evidenciado no ESTUDO 1 e 2,
demonstrando concordancia nos efeitos tanto quando utilizado a planta da mucuna-
preta como o L-DOPA, seu principal composto. Assim, diante do exposto, destaca-se
a importante atuacdo do L-DOPA e seus efeitos na redugdo no crescimento das

plantas.
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Figura 28 - Comprimento (A) e biomassa seca (B) da raiz e parte aérea de plantulas

de capim-braquiaria submetidas a diferentes doses de L-DOPA em solucao nutritiva.
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Figura 29 - Comparacao da colora¢do da raiz em plantulas de capim-braquiaria

submetidas com 0 e 32 mg L de L-DOPA.
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A atividade enzimatica analisada pela SOD, POD E CAT apresentaram
diferencas nas raizes das plantulas de capim-braquiaria, em contraste, nas folhas, néo
se verificou diferencas quando aplicado o L-DOPA (Figura 30). Além disso, para a
SOD e POD, notou-se que com o aumento da dose do aleloquimico houve acréscimos
também para essas enzimas (Figura 30A e B). Por outro lado, a tendéncia inversa
ocorreu para CAT, ou seja, com o0 aumento das doses do L-DOPA houve diminuicédo

na atividade dessa enzima (Figura 30C).
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Figura 30 - Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) (A), peroxidade
(POD) catalase e catalase (CAT) em folha e raiz de capim-braquiaria submetida a
diferentes doses de L-DOPA.
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4.3.4 Discussao

Uma das propriedades tipicas dos compostos alelopaticos é apresentar efeito
de inibicdo e/ou estimulo no crescimento em outras espécies. No presente trabalho,
mostramos que 0 crescimento (comprimento e biomassa) de capim-braquiaria foi
significativamente afetado pelo L-DOPA principalmente nas doses de 16 e 32 mg L
(Figura 24 e 25). A reducgéao no crescimento de plantas pela aplicacdo de L-DOPA em
diferentes concentragbes tem sido descrita em vérias espécies (HACHINOHE;
SUNOHARA; MATSUMOTO, 2004, NISHIHARA et al., 2004; TOPAL;
KOCACALISKAN, 2006, SOARES et al., 2007, SOARES et al., 2011, SOARES et al.,
2012, MUSHTAQ, SUNOHARA, MATSUMOTO, 2013, SIQUEIRA-SOARES et al.,
2013), embora, algumas apresentam tolerancia ao composto (NISHIHARA et al.,
2004). Consideramos ainda, que o efeito de reducdo pode variar de acordo com o
estadio de desenvolvimento da planta e o modo de aplicacéo, por exemplo. Assim,
como o L-DOPA reduziu o crescimento do capim-braquiaria, seu papel como potencial
aleloguimico foi sustentado.

A diminuicdo do crescimento do capim-braquiaria deve-se a toxicidade do L-
DOPA através de sua metabolizacdo (HACHINOHE; SUNOHARA; MATSUMOTO,
2004). Nesse processo, ocorre 0 aumento na producdo de EROs, sendo responsavel
pelo efeito inibitdrio em plantas suscetiveis (HACHINOHE; MATSUMOTO, 2005,
HACHINOHE; MATSUMOTO, 2007). As EROs sdo responsaveis por causar danos na
membrana plasmatica, macromoléculas como DNA e proteinas (APEL; HIRT, 2004).
Além disso, fatores relacionados a lignificacdo e enzimas relacionadas a esse
processo parecem estar relacionadas as repostas de diminuigdo de crescimento de
plantas apds a aplicacdo de L-DOPA (SOARES et al., 2007, SOARES et al., 2012,
SIQUEIRA-SOARES et al., 2013, BIDO et al., 2018, MARCHIOSI et al., 2020).

Em espécies de plantas daninhas, Sinapis arvensis L., Cirsium arvense L.,
Papaver rhoeas L. e Lamium amplexicaule L., o comprimento da raiz e parte area e
biomassa fresca foram reduzidos apés a aplicacdo de 750, 1500 e 3000 mg L de L-
DOPA (TOPAL; KOCACALISKAN, 2006). Nesse estudo, seguindo a ordem das
espécies citadas anteriormente, as reducdes na maior dose aplicada, para o
comprimento da raiz foi de 34, 33, 56 e 43%, para o comprimento da parte aérea 13,
34, 34 e 30% e biomassa fresca 43, 66, 80 e 18%, corroborando com as porcentagens

de reducéo encontradas no presente trabalho. Destacando ainda, que o comprimento
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da raiz foi a variavel mais afetada em comparacao a parte aérea, demonstrando maior
influéncia nessa estrutura, resultado compativel com a nossa pesquisa.

Ademais, o L-DOPA né&o acarretou a morte das plantas em nossos trabalhos,
concordando com os trabalhos citados anteriormente. Contudo, consideramos que o
efeito em diminuir o crescimento das plantas, pode ser adotado como uma ferramenta
importante dentro do manejo de plantas daninhas, podendo facilitar o controle dessas
plantas em associacdo a outros métodos.

Nas avaliacOes de trocas gasosas verificou-se decréscimos a partir dos 3 DAA
com destaque para as avaliacdes de Ci, gs, E e A (Figura 26). O efeito inibitério de
compostos alelopaticos sobre a fotossintese tem sido estudado e estes podem
influenciar o funcionamento estomatal, balanco hidrico, respiracdo e fotossintese
(EINHELLING, 1986).

O acesso de CO:2 atmosférico as células fotossintéticas do mesofilo ocorre por
meio da abertura estomatica e, portanto, variacées na gs podem afetar tanto a A como
a E (TAIZ et al., 2017). A Ci é influenciada por fatores que reduzem o influxo de COz2
para o espaco interno das folhas devido a alguma limitacdo estomatica. Isso
geralmente ocorre pelo fechamento dos estdmatos, gerados por condicées ambientais
como disponibilidade hidrica, luz e energia, entre outros (TAIZ et al., 2017). Além
disso, segundo Zhou e Yu, (2006), os aleloquimicos também podem provocar
determinada limitacdo estomatica, que é acompanhada pela concentracao interna de
carbono representando efeitos negativos a assimilacao de COz-.

Outro ponto importante, a Ci também pode ser alterada pelas espécies reativas
de oxigénio, que atuam como mensageiros secundarios na ativacdo de canais da
membrana plasmatica, possibilitando o influxo de célcio, que se concentra no citosol
causando fechamento estomatico (TAIZ et al., 2017), reduzindo assim a gs (menor
influxo de COz). Essas informagfes corroboram com os encontrados para gs nesse
trabalho, na qual o aumento das doses do L-DOPA provocou uma diminuicdo nessa
variavel (Figura 26 C). Os decréscimos da gs pode ser devido ao fechamento dos
estdbmatos provocado pelo L-DOPA, estando em acordo com Marchiosi et al. (2016),
que verificaram reducdo no fechamento estomatico em plantas de soja apds a
aplicacao de L-DOPA.

As menores taxas na E sdo provocadas pelos baixos valores da gs e, segundo
Lima et al. (2010), o comportamento estomatico determina a demanda transpirativa a

gue as folhas estdo potencialmente sujeitas, controlando sua perda de H20 para o
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ambiente na forma de vapor de agua. A A é influenciada por diversos fatores como: a
diferenca de concentragdo de CO2 nos espacos intercelulares e extracelular, o grau
de abertura estomatica e com a turgescéncia tanto das células-guarda (que controlam
a abertura dos estdbmatos) como das células epidérmicas dos estdbmatos
(MESSINGER; BUCKLEY; MOTT, 2006). Neste sentido, qualquer efeito, causado pelo
L-DOPA avaliado, que leve a alguma restricdo devido a limitacdo estomatica e/ou
interferéncia nas reacdes de assimilagédo de CO2 promove a reducao da A. Segundo
Marchiosi et al. (2016), plantas de soja submetidas a aplicagédo de L-DOPA tiveram
valores reduzidos na E e A e essa reducéo atribuiu-se também a limitacdo estomatica
el/ou interferéncia nas reacfes de assimilacdo de CO2. Esses autores, consideraram
ainda que o L-DOPA, a longo prazo de exposi¢ao, pode provocar uma limitagdo néo
estomética na fotossintese, devido ao fato desse composto influenciar negativamente
o rendimento quantico efetivo do fluxo de elétrons através do FSII (D).

Assim, a balanco entre a fotossintese e a respiracdo determina a quantidade
de fotoassimilados necessarios para o crescimento normal da planta. Por isso, se algo
prejudicar este balanco, pode haver consequéncias negativas no crescimento, o que
explica a menor biomassa seca (Figura 27) em plantas de capim-braquiaria apos a
aplicacao de L-DOPA.

Na atividade enzimatica contatou-se diferencas sob a aplicacao de L-DOPA em
determinadas enzimas e nos diferentes 6rgéos da planta, raiz e folha (Figura 30). Além
disso, houve reducdo no crescimento das plantulas de capim-braquiaria, sendo
avaliados o comprimento e biomassa seca da raiz e parte aérea (Figura 28). Tanto a
atividade da SOD quanto a POD na raiz aumentaram quando as plantulas de capim-
braquiaria foram submetidas a diferentes concentragdes de L-DOPA (Figura 30A e B).
Ademais, pode-se notar uma maior atividade dessas enzimas nas raizes em
comparacao as folhas. Entretanto, a atividade da CAT foi reduzida em relacdo a
aplicacao do L-DOPA e sua maior atividade foi verificada nas folhas (Figura 30C). Sob
estresse bioticos e abidticos, as plantas respondem através da regulacdo da
expressao génica e vias metabdlicas (REN et al., 2018). As plantas sédo capazes de
ajustar a atividade dos sistemas de enzimas antioxidantes (SOD, POD e CAT) para
remover o excesso de radicais livres de oxigénio e alcancar a autoprotecdo (ALSHER;
ERTURK; HEATH, 2002).

As enzimas SOD atuam na primeira linha de defesa contra as EROs, sendo

capazes de dismutar o superoxido (O%) em perdxido de hidrogénio (H202) no
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cloroplasto, citoplasma e peroxissomo (SCANDALIOS, 1993; GILL; TUTEJA, 2010,
BARBOSA et al., 2014). Enquanto a POD e CAT desempenham papel fundamental
na eliminacdo do peroxido de hidrogénio, sendo a catalase uma das principais
enzimas de eliminacdo de H202 (SIEGEL, 1993, BREUSEGEM et al., 2001; GILL;
TUTEJA, 2010, BARBOSA et al., 2014). Os dados expostos podem ser resultados do
estresse oxidativo gerados pelas EROs na metabolizacdo do L-DOPA, como citado
anteriormente.

O aumento dessas enzimas antioxidantes ap0s a aplicacdo de L-DOPA
também foram relatadas em raizes de soja SOARES et al., 2007, SOARES et al.,
2011, SOARES et al., 2012) e milho (SIQUEIRA-SOARES et al., 2013). A reducéo da
CAT pode ser explicada pelos baixos niveis de H202 devido a atuacdo da SOD e POD.
SOARES et al. (2011) verificaram aumento na atividade de SOD e POD e diminuigéo
de CAT ap0s aplicacdo de L-DOPA. Esses autores consideraram que ha um equilibrio
coordenado na atividade dessas enzimas antioxidantes. Em geral, quando algumas
enzimas antioxidantes séo reduzidas outras séo reguladas positivamente (APEL,;
HIRT, 2004). Assim, sugerimos que 0 sistema enzimatico antioxidante esta
relacionado ao aumento das EROs provocado pela aplicacdo de L-DOPA.

Destacamos ainda, que ha poucos trabalhos na literatura que avaliaram o efeito
do L-DOPA em solucéo nutritiva e pulverizado em plantas. O L-DOPA apresenta acéo
inseticida e na supressédo de nematoides (MARCHIOSI et al., 2020), portanto, 0 uso
de mucuna-preta, fonte do aleloquimico, nos sistemas de producdo precisa ser
considerado dentro de programa integrado de plantas daninhas, ndo apenas pelos
efeitos de competicdo, mas também pela alelopatia. Igualmente, € importante
considerar seu efeito em culturas, devido os potenciais prejuizos decorrentes da
exposi¢do ao aleloquimico.

Este estudo fornece evidéncias de que o L-DOPA reduz as trocas gasosas e
aumenta a quantidade das EROs e estes podem ser a principal causa de reducédo no
crescimento em capim-braquiaria. Mais estudos sdo necessarios para elucidar o
metabolismo do L-DOPA em diferentes espécies de plantas associado a diferentes

métodos de aplicacdo, dose e estadio.
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5 CONCLUSOES

A mucuna-preta (Mucuna pruriens var. utilis) apresenta alelopatia pelo método
de extrato aquoso e sanduiche, sendo seu efeito seguido na ordem folhas > raiz >
caule.

Em solo previamente cultivado com mucuna-preta houve reducdo no
crescimento inicial e trocas gasosas de mudas pré-brotadas de cana-de-acucar.

A aplicacéo foliar de 16 e 32 mg L' de L-DOPA reduziu o crescimento e as
trocas gasosas das plantas de U. decumbens.

Doses com 16 e 32 mg Lt de L-DOPA aplicado via raiz diminuiu o crescimento

de U. decumbens e aumentou a atividade enzimatica da SOD e POD nas raizes.
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APENDICE A - Valor de F da anélise conjunta para variaveis de
crescimento e trocas gasosas das mudas pré-brotadas de cana-de-aclcar para

a duplicata experimental.

Periodos avaliados (Dias apds o transplantio - DAT)

21 28 35 42 49 56 63

Crescimento de altura 0,21"s 0,44 1,59 220" 1,06 1,00 0,91"
Crescimento do diametro 0,05 0,02"s 0,09" 0,29" 0,31" 0,16" 0,98"
Numero de perfilhos 0,05" 0,40 0,20" 0,04" 1,14" 0,28 0,38"

Biomassa seca da parte

Avaliacbes

aérea . _ ) ) ] - 08T
Biomassa seca da raiz - - - - - - 1,94ns
Ci 1,78" - - 0,21" - - 0,14"

E 8,20 - - 0,52" - - 0,05"

gs 2,20 - - 1,07ms - - 3,62™

A 2,58 - - 2,23m - - 0,16

EUA 4,16* - - 2,88" - - 0,11"

A/Ci 0,60" - - 1,18™ - - 0,18"

ns: ndo significativo; **: significativo a 5% de probabilidade; Ci: concentragdo interna de CO:2 na folha;
E: taxa de transpiracdo; gs: condutancia estomética; A: taxa de assimilagdo liquida de COz; EUA: uso

eficiente da agua; A/Ci: eficiéncia de carboxilagdo.



92

APENDICE B - Valor de F da anélise conjunta para variaveis de
crescimento e trocas gasosas de capim-braquiaria submetidas a diferentes

doses de L-DOPA para a duplicata experimental.

Periodos avaliados (Dias apés a
Avaliacbes aplicagédo - DAA)
3 7 14 21

Comprimento da raiz
(Experimento 1)
Comprimento da parte

aérea - - - 0,19s
(Experimento 1)
Biomassa seca da raiz

. - 0,54"

(Experimento 1) ) ) ) 0,25%
Biomassa seca da
parte aérea - - - 0,77ns
Experimento (Experimento 1)
331 Comprimento da raiz i ] i 0,26m

(Experimento 2)
Comprimento da parte
aérea - - - 0,63
(Experimento 2)
Biomassa seca da raiz

(Experimento 2) ) ) 0.73"

Biomassa seca da
parte aérea - - - 1,11m

(Experimento 2)

Ci 2,13 0,54" 0,44 0,17m
E 0,07 2,93"  0,09"s 1,738
gs 0,08™ 1,41  0,66" 0,87"
Experimento A 0,58~ 0,37 0,61™ 1,41"
3.3.2 EUA 1,22  2,15" 0,24 0,10m
A/Ci 0,17~ 0,87" 0,17"s 0,66"
Biomassa seca da i ) i 1,448

parte aérea
ns: ndo significativo. Ci: concentragéo interna de CO2 na folha; E: taxa de transpiragéo; gs: condutancia
estomédtica; A: taxa de assimilacdo liquida de CO2; EUA: uso eficiente da &gua; A/Ci: eficiéncia de
carboxilacéo.




