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PROLOGO

O estabelecimento das sociedades humanas em nucleos sésseis de convivéncia ocorreu
devido a maior das descobertas do homem, a Agricultura. Desde entdo, o homem vem
alterando seu modo de pensar e produzir em fungdo das condi¢des que lhe sdo impostas. Entre
os desafios que enfrenta diariamente para garantir a continuidade de sua espécie e o
desenvolvimento de suas atividades no campo, estdo os organismos ditos prejudiciais aos
cultivos, entre eles as plantas daninhas.

Durante muitos séculos, o homem, por incapacidade ou falta de recursos, tolerava a
presenca dessas plantas, mesmo tendo suas atividades laborais e o rendimento de sua lavoura
prejudicados por elas. A evolucdo das técnicas de cultivo acarretou também no
aprimoramento das medidas e tratos de controle dessas plantas. O dpice das conquistas
agricolas do homem foi vislumbrado com o aparecimento do controle quimico de plantas,
meio pelo qual pode, enfim, libertar-se desse problema tao antigo.

No entanto, o uso desse novo método de controle trouxe consigo uma série de
problemas que ndo podia ou ndo desejava imaginar. Entre os principais problemas da
utilizacdo dos herbicidas, estd a dependéncia de produtos oriundos de recurso natural ndo
renovavel em curto prazo, o que torna seus produtos onerosos. A procura por novas fontes de
oriundas de recursos renovaveis faz vir a tona uma classe de compostos de origem vegetal e
microbiana, cujo principio da existéncia esta alicercado sob as mesmas bases conceituais da
utilizacdo de herbicidas para a protecdo de plantas sensiveis a competicdo — os chamados
compostos alelopaticos.

Dessa forma, a necessidade por investigacdes a cerca da viabilidade da utilizacdo
desses compostos segundo suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas no meio
impulsionaram a proposta de estudo da aplicabilidade do principal aleloquimico sintetizado

por Leucaena leucocephala (Lambert) de Wit, a L-mimosina, no controle de plantas daninhas.



INTRODUCAO GERAL

Desde os primérdios da Agricultura, as plantas que infestam espontaneamente as dreas
de ocupagdo antrépica, ndo utilizadas como alimento, fibras ou forragem, eram consideradas
indesejdveis. Com o desenvolvimento da sociedade humana, promovido pela evolugdo
agricola e pecudria, as dreas destinadas a atividade rural foram expandidas, com a
coalescéncia de dreas destinadas aos mesmos fins, ocasionando a ampla distribuicdo de
pragas, patdégenos e plantas indesejaveis. Nesse contexto, as comunidades de plantas
indesejdveis ou daninhas tornaram-se cada vez mais densas e diversificadas, com profunda
especializacdo na ocupacao dos agroecossistemas (MORTIMER, 1990).

De maneira geral, as plantas daninhas puderam chegar a esse patamar de importancia
na conjuntura rural devido, principalmente, as suas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas,
que contribuem para as mais variadas e caracteristicas adaptacOes ao meio. As plantas
daninhas caracterizam-se por ocuparem dareas com grande intensidade de distirbios ao
crescimento vegetal, por isso sdo consideradas plantas pioneiras do ponto de vista ecoldgico
(PITELLI; PITELLI, 2004). Segundo Harper (1977), entre as caracteristicas encontradas nas
plantas pioneiras, pode-se destacar como essencial para sua permanéncia nos ambientes hostis
a elevada producdo de didsporos em larga faixa de condicdes ambientais, dotados de
adaptacdes para disseminacdo em curtas e longas distancias e de diversificados e complexos
tipos de dorméncia. Rdpido crescimento vegetativo e florescimento e producdo de estruturas
reprodutivas alternativas se aliam a grande facilidade de combinacio entre os individuos,
gerando variabilidade genética expressiva, o que dd origem a populacOes praticamente
totipotentes. Essa versatilidade se expressa de diferentes formas, como a capacidade de
utilizacdo de processos especiais de competicao pela sobrevivéncia como alelopatia e héibito
trepador.

Essas caracteristicas presentes em maior ou menor grau contribuem para o
estabelecimento e manuten¢do da flora infestante no campo, cuja presenca pode condicionar
uma série de fatores bidticos e abidticos sobre as plantas cultivadas que ir@o interferir nos
processos fisiolégicos e fitotécnicos da cultura infestada (ESPINOSA-GARCIA;
SARUKHAN, 1997). Essa interferéncia pode se dar de maneira direta, quando a presenca das
plantas daninhas ocasiona menor desenvolvimento dos cultivos, ou indireta, quando hd o
prejuizo da qualidade final do produto desejado ou o aumento do custo para obté-lo
(PITELLI; PITELLI, 2004). No entanto, a base fisiologica que explica a superioridade das
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plantas daninhas frente a competi¢cdo ainda ndo foi totalmente esclarecida, uma vez que



ambas, daninha ou cultivo, sdo prejudicadas, mas na soma dos efeitos, a espécie de interesse
sempre é a mais afetada (LINS, 2008).

Dentre os fatores de interferéncia direta no ciclo da cultura, estd a competi¢do, que se
define pela disputa entre dois vegetais por nutrientes minerais essenciais, luz, d4gua e espaco.
Esse fator pode ser agravado pela diferenca de desenvolvimento entre a cultura e a planta
daninha, tendo esta ultima maior sistema radicular, com consequente maior exploracdo do
perfil do solo, por exemplo (PITELLI; PITELLI, 2004).

Outra interagdo entre planta daninha e cultura € a alelopatia, por meio da qual,
infestante e cultivada podem interferir em processos fisiologicos diversos uma da outra,
devido a acdo de substancias quimicas secretadas ou disponibilizadas no ambiente via
residuos depositados sobre o solo ou pelo proprio organismo vivo. Também é considerada
interferéncia direta a contaminacio de lotes de sementes e fibras cultivadas por sementes e
outros didsporos de plantas daninhass, o que reduz seu valor comercial, assim como o
parasitismo as plantas de interesse econdmico, como a relacio de parasitismo de Cuscuta spp.
e plantas citricas (PITELLI; PITELLI, 2004).

As plantas daninhas também podem interferir na cultura de maneira indireta. Muitas
das espécies sdo hospedeiros alternativos de diversas doencas importantes a lavoura infestada.
Um exemplo € a necessidade de Puccinia graminis f. sp. graminis Pers. Se desenvolver num
hospedeiro alternativo (Berberis vulgaris L. — daninha) para o estabelecimento da doenca via
ciclo sexuado na cultura do trigo (MORTIMER, 1990). A presenca de plantas daninhas,
hospedeiras de certas pragas e doengas, pode impedir que a rotagdo de cultura, muitas vezes
uma das poucas escolhas do produtor para o controle desse problema, seja eficiente,
inviabilizando o cultivo e, assim, prejudicando a economia local. Um exemplo é o controle de
nematoides polifagos como os dos gé€neros Meloidogyne e Pratylenchus, cujas taxas de
reproducdo em algumas espécies daninhas, como Sonchus oleraceus L. e poéceas,
respectivamente, podem ser superiores as taxas encontradas em cultivos. Podem ainda
interferir nos tratos culturais e colheita da cultura, contribuir para a eutrofizacdo de lagos e
represas de abastecimento publico ou de propriedades rurais e prejudicar programas de
prevencdo de moléstias epidémicas por abrigarem animais vetores de virus e protozodrios
(PITELLI PITELLI, 2004).

Na tentativa de solucionar ou minimizar o incobmodo da presenga de plantas daninhas
nas dreas agricultiveis e zonas urbanas, a sociedade passou a fazer uso de compostos
quimicos téxicos para controla-las. Na maior parte do mundo, os herbicidas representam a

principal ferramenta no manejo desses vegetais. Essas substancias quimicas representaram, no



momento inicial de sua utilizacdo, na chamada Revolucdo Verde, uma alternativa répida,
pratica e econdmica de manejo de plantas daninhas frente a gigantesca necessidade por
produtos de origem agricola, devido a explosdao demografica a partir da Revolu¢do Industrial
e agravada durantes as Guerras Mundiais (PARAYIL, 2002).

No entanto, a sociedade tem se mostrado pouco satisfeita com as consequéncias do uso
desse tipo de substancias na producdo agricola, em virtude de uma série de problemas
envolvidos em sua utilizacdo (FALCONER, 1998). Um dos principais entraves na discussdao
sobre a validade da utiliza¢do de agrotéxicos em propriedades rurais € a segurancga da familia
rural. Os casos de intoxicac@o tém aumentado, principalmente de maneira indireta. Embora o
maior foco de risco na utilizacdo desses compostos seja 0 momento da aplicacdo, que estd
diretamente relacionado as condi¢cdes ambientais e aparatos de seguranga utilizados, a
intoxicagdo indireta tem se mostrado importante e de dificil predicio (MATUO et al., 2001).
O uso de fontes de dgua contaminada, superficiais e subterraneas, e a ingestdo de alimentos
frescos que exijam o minimo de cozimento sdo importantes fontes de substincias que causam
a intoxicacdo cronica ou aguda da populacdo. Em virtude de sua atividade, a familia rural
tende a ser a primeira esfera da sociedade atingida pelos residuos de agrotoxicos (OMS,
1992).

Com o advento da Agricultura Organica, resposta do setor agricola ao
descontentamento da sociedade a respeito do o uso de substincias tdxicas, surgiu a
necessidade de encontrar novas maneiras e métodos, ditos alternativos, de manejo dos agentes
danosos aos vegetais, entre eles patdgenos, pragas e plantas daninhas, assim como outras
maneiras melhor alinhadas ao conceito de sustentabilidade, como a manuten¢do da fertilidade
do solo. A origem da maior parte dos agrotéxicos produzidos atualmente é da transformacao
de derivados de petrdleo, recurso ndo-renovavel, de custo relativamente alto e de utilizagdo
questiondvel devido as consequéncias de sua transformacdo e aproveitamento (BERGIER;
SALIS, 2011).

No intuito de encontrar maneiras e métodos que minimizem o impacto dos agrotoxicos
a sociedade e ao ambiente, os esforcos dos envolvidos no desenvolvimento da Agricultura
Organica tém-se firmado na observacdo e procura de processos ja existentes na natureza e
cujo principio seja o equilibrio entre as populagdes, ao contrario do sistema convencional de
producdo agricola, em que uma espécie deve se sobressair as outras a todo custo
(CAMPBELL; ROSIN, 2011). Entre os fendmenos observados na natureza, encontra-se a

alelopatia.



A alelopatia, termo cunhado pelo fisiologista austriaco Molisch em 1937, provém do
grego allelon (mutuo) e pathos (prejuizos) e se referia a toda interacdo bioquimica benéfica
ou maléfica entre plantas e microrganismos. Rice (1984) propds que a alelopatia fosse
definida como qualquer tipo de interagdo prejudicial ou benéfico, seja de forma direta ou
indireta, de uma planta sobre outra, pela liberagdo de compostos quimicos no meio. Para
Whittaker e Feeny (1971), a alelopatia € o conjunto de interacdes mediado pelos compostos
quimicos denominados aleloquimicos, com os quais os organismos de uma espécie afetam o
crescimento, estado sanitdrio, comportamento ou a biologia da popula¢do de organismos de
uma outra espécie, excluindo substancias usadas apenas na alimentacdo da segunda espécie. O
principal critério de diferenciacdo entre competicdo e alelopatia € o fato de que na competi¢ao
ha a retirada de algum fator de crescimento do meio, enquanto na alelopatia ha a incorporacao
de um fator no meio (LINS, 2008).

Putnam e Tang, em 1974, foram os primeiros a explorar a possibilidade de utilizacao
de culturas alelopéticas para suprimir o crescimento de plantas daninhas em regides agricolas,
incluindo o desenvolvimento de culturas supressoras dessas espécies na rotacdo de cultura
(WESTON, 1996). Os residuos vegetais que formam a cobertura morta nos sistemas agricolas
tém fundamental importancia na liberacdo de substancias de cardter alelopatico, que
contribuem para o controle das populagdes invasoras, de forma eficiente; porém, muitas vezes
desprezada (TOKURA; NOBREGA, 2006). Em funcdo dessa caracteristica, os sistemas de
rotacao de cultura devem ser estudados a fim de evitar que combinagdes erroneas de espécies
sensiveis e alelopaticas sejam implantadas, o que prejudicaria drasticamente a produgdo.

Atualmente, os estudos de alelopatia procuram isolar e identificar o aleloquimico
responsavel pelo fendmeno. De maneira geral, € conhecido que a maioria dos aleloquimicos €
oriunda de metabdlitos secundarios, em especial as vias que envolvem o acido shiquimico e o
acetato, os quais sdo produzidos para fins especificos e segundo as leis da genética (LINS,
2008).

A pesquisa em alelopatia €, muitas vezes, norteada pela busca de novos grupos
quimicos capazes de agir sobre novos sitios de a¢do, a fim de substituir os atuais herbicidas
que geraram espécies espontaneas resistentes. Diversas vezes, a escolha, por ndo utilizar
diretamente os compostos derivados de vegetais no manejo de plantas daninhas, se deve ao
fato desses compostos serem, em sua grande maioria, soliveis em dgua, o que lhes confere
rdpida perda por lixiviagdo, ocasionando baixo efeito residual no solo, desfavorecendo o

controle do alvo. As caracteristicas relacionadas a baixa permanéncia dos compostos
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aleloquimicos no solo sdo geralmente desejdveis na Agricultura Organica, juntamente com a
baixa toxicidade ambiental (BHOWMIK; INDERIJIT, 2003).

Apesar do grande nimero de trabalhos realizados na determinag¢do das substincias
envolvidas em processos alelopdticos, € de rara ocorréncia aqueles destinados ao
entendimento de sua atuacdo no meio ambiente, em especial no solo. Algumas caracteristicas
desses compostos precisam ser estudadas, como a minima concentracdo, cujo efeito é
satisfatorio; tempo de efeito residual e estabilidade no solo; influéncia na microbiota do solo e
processos fisico-quimicos desse sistema, entre outras inerentes ao uso de substancias quimicas
no ambiente agricola (BHOWMIK; INDERIJIT, 2003).

Dentre as estratégias de determinacdo da real atividade de extratos vegetais com
principios aleloquimicos, encontram-se os biotestes em laboratdrio, cujo objetivo € alcancado
sob condi¢des controladas do meio. Os biotestes realizados em ambientes controlados
permitem a exclusdo de todas as fontes de interferéncia que poderiam mascarar a atividade
dos compostos presentes, e possibilitam determinar a substincia bioativa e a parte do vegetal
que mais a concentra ou libera (INDERJIT; DAKSHINI, 1995).

Notavelmente, o bioteste mais utilizado, em virtude de sua execugdo rdpida e simples
¢ o teste de germinacdo de sementes. No entanto, o teste de germinacdo de sementes ndo deve
ser Unico na avaliacdo da atividade alelopdtica de extratos vegetais, uma vez que muitas
vezes, o resultado € influenciado pelo nimero de sementes em relacdo ao volume de extrato
utilizado (WEIDENHAMER et al.,, 1987). Outro cuidado importante ao se utilizar a
germinacdo de sementes como indicador dos efeitos dos aleloquimicos estd vinculado ao
nimero de varidveis analisadas. A simples determinacdo da germinabilidade das sementes nao
¢ suficiente para determinar a influéncia do extrato testado sobre a planta alvo (FERREIRA;
AQUILA, 2000). Outras variaveis que vém sendo utilizadas para a avaliacdo de sementes
podem ser prontamente utilizadas para a avaliagdo dos efeitos dos compostos de interesse,
provenientes de plantas alelopdticas, como a velocidade de germinagdo, coeficiente de
varia¢do do tempo de germinagdo, sincronia da germinagdo e os tempos médio, inicial e final
do processo (RANAL; SANTANA, 2006).

Outro importante bioteste utilizado para o mesmo fim € o crescimento de plantulas.
Esse bioteste se mostra mais responsivo a uma ampla gama de aleloquimicos comumente
encontrado no meio natural, como os compostos fendlicos. Entre os caracteres avaliados pelo
bioteste com plantulas que fornecem dados com bom ajuste estatistico estdo a massa seca,
comprimento das partes drea e radicular, contagem de danos as plantulas, como necrose de

meristemas apicais radiculares e de parte aérea, determinacdo do teor de clorofila e
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carboidratos (INDERJIT; DAKSHINI, 1995). No entanto, por ser de execucao mais complexa
e dispendiosa, poucos trabalhos tém abordado metodologias com esse enfoque avaliativo.

Os testes de germinacdo de sementes e crescimento de plantulas podem ser uteis para a
determinagdo do espectro de acdo dos extratos e compostos testados, sendo importantes no
planejamento das demais etapas de investigacdo da capacidade pratica de uso dos mesmos.
Comumente, sdo utilizadas espécies com grande sensibilidade a alteracdes do meio, em
especial no que se refere as substancias presentes no substrato, entre elas o tomate (Solanum
lycopersicum L.), o rabanete (Raphanus sativus L.) e, principalmente, a alface (Lactuca sativa
L.) (ALVES et al., 2004; BRITO, 2010). O uso de espécies sensiveis € importante na detec¢ao
da presenca, mesmo que minima, de compostos nocivos ao desenvolvimento vegetal; porém,
nao possibilitam determinar o quao importante € essa influéncia, ja que a maioria das espécies
cultivadas ou espontaneas nio € tdo sensivel quanto as espécies utilizadas na detec¢do de
principios aleloquimicos. Portanto, é importante o conhecimento dos grupos taxondmicos
vegetais que possam sofrer maior influéncia do composto estudado, a fim de direcionar o
desenvolvimento das investigacdes para o controle desses grupos em campo.

Ambos os testes citados possuem o mesmo inconveniente que tém se tornado um
entrave a utilizacdo, em campo, dos dados obtidos em laboratério. Os testes de germinacdo de
sementes e crescimento de plantulas sdo geralmente realizados tendo como substrato papel
toalha do tipo Germitest, filtro ou mata-borrdo. Esse substrato, ndo disponivel na natureza,
ndo permite que outras relacdes bidticas e abidticas possam ser testadas concomitantemente.
O substrato ideal para ensaios com alelopatia €, sem duvida, o solo. Nele, sdo encontradas
condic¢des Unicas de retencdo dos compostos e atividade microbiana, assim como ocorre no
ambiente. Diversos trabalhos a respeito do tema sugerem a importancia dos testes feitos com
o solo, seja ele esterilizado, quando se deseja conhecer o potencial de retencao dos compostos
bioativos nos coloides, ou ndo esterilizado, quando o objetivo é determinar a permanéncia no
solo sob a acdo dos microrganismos e da fase abidtica do solo (INDERJIT; DAKSHINI,
1995, BOLLAG et al., 2002, BERMUDEZ-SALDANA et al. , 2006, INDERIJIT, 2006).

Uma vez tendo sido comprovada a existéncia de efeito alelopatico por meio do estudo
do comportamento ex situ do extrato, bem como do seu espectro de acdo, no que se refere aos
grupos taxondmicas com provavel suscetibilidade, os préximos passos na investigacdo da
praticidade do uso do extrato estudado se referem a determinacdo do comportamento em
ambientes naturais ou relativamente proximos das condi¢des de campo, como o0s testes em

casa de vegetacdo. Entre as interacOes importantes no entendimento da dindmica do composto
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no solo, estdo a interacdo das substincias presentes no extrato, junto aos coldides do solo, e a
interacdo entre essas substancias € os microrganismos do solo.

Entre os indmeros vegetais cujo potencial alelopético poderia ser confirmado, segundo
os principios citados, estd Leucaena leucocephala (Lambert) de Wit., Fabaceae da subfamilia
Mimosoideae; de porte médio, podendo alcancar 20 metros de altura. Seu centro de origem ¢é
o sudeste do México e America Central. Adaptou-se bem as latitudes entre 30°N e 30°S. E
uma arvore com multiplos potenciais de exploracdo, entre eles o reflorestamento de éareas
degradadas e a producdo de forragem; neste dltimo, caso com restricdes a alguns animais, por
conter substancias toxicas (PIRES et al., 2001). Estudos elucidaram que o extrato aquoso das
folhas da leucena apresenta fitotoxidade sobre vérias plantas e que os aleloquimicos
envolvidos nesse efeito sio a L-mimosina, a quercetina, o acido gélico e os dacidos
protecatéquico, p-hidroxibenzoéico, p-hidroxifenilacético, vanilico, ferdlico, caféico e p-
cumarico (CHOU; KUO, 1986).

A L-mimosina, designada como B-(3-hidroxi-4-piridon-1-il)-L-alanina, € um
aminoécido ndo peptidico, comumente encontrado no género Leucaena e na espécie Mimosa
pudica L. Os aminoécidos ndo peptidicos produzidos por plantas, como a L-mimosina, sdao
geralmente acumulados em altas concentragdes nos tecidos vegetais (BELL, 1976). Sua acdo
em células de outros organismos € anti-mitética, bloqueando o ciclo celular no final da fase
G1 e inibindo a sintese de DNA, por evitar a formac¢do da forquilha de replicacdo, devido a
alteracdo do metabolismo dos desoxirribonucleotideos (PANDEY; DWIVEDI, 2006). Todo o
potencial de acdo desse composto € dado por sua caracteristica quelante, capturando cations
livres nas células ou ligando-se aos sitios ativos de enzimas que apresentem ferro ou cobre em
sua estrutura (CHRUSCINSKA et al., 1999). Poucos seres conseguem degradar de forma
direta a L-mimosina, entre eles, as espécies de Rhizobium que habitam as raizes de Leucaena,
hemipteros da familia Psyllidae e um isolado de Pseudomonas putida Trevisan (PANDEY;
DWIVEDI, 2006).

Em estudos realizados na Asia com 19 espécies, entre drvores, arbustos e plantas
daninhas, Leucaena glauca Benth., que também sintetiza L-mimosina, foi a mais agressiva
dentre as espécies alelopdticas testadas na germinacdo de Raphanus sativus (HONG et al.,
2003). Observou-se que mimosina inibiu o crescimento de plantulas de Phaseolus aureus
(Roxb.) Makawa (SMITH; FOWDEN, 1966); mimosina e extratos aquosos de folhas de
leucena inibiram o crescimento da radicula de Lactuca sativa e Oryza sativa L. (KUO et al.,
1982). Tawata e Hongo (1987) relatam que o crescimento de radicula de Oryza sativa,

Raphanus sativus, Brassica rapa L. e Phaseolus vulgaris L. foi estimulado pela mimosina a
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uma concentracdo igual ou menor que 1 pg mL-1. Entretanto, em Daucus carota L. e Bidens
pilosa L., o crescimento da radicula foi inibido pela mimosina em concentracdes iguais ou
inferiores a 10 pg mL-1 e a concentracao de 100 ug mL-1 a mimosina inibiu completamente o
crescimento do sistema radicular dessas espécies. Estudos realizados por Souza Filho et al.
(1997) com o extrato aquoso da parte aérea da leucena mostraram que houve inibicdo da
germinagdo e do comprimento da radicula de Desmodium adscendens (Sw.) DC., Sida
rhombifolia L. e Vernonia polyanthes (Spreng.) Less., levando os autores a concluir que esses
efeitos provavelmente estariam relacionados com a mimosina.
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CAPITULO I

L-MIMOSINA NA EMERGENCIA DE PLANTULAS DE TOMATEIRO
ORIUNDAS DE SEMENTES CONTAMINADAS POR Pythium SP
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RESUMO - O impacto negativo do setor agricola moderno na saide humana estimulou a
busca por novas maneiras e métodos, ditos alternativos, de manejo dos agentes danosos aos
vegetais, entre eles os fungos. Entre os diversos compostos oriundos do metabolismo
secundério de plantas, tteis a este fim, encontra-se a L-mimosina, produzida por Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit, utilizada nesse trabalho a fim de controlar tombamento. Este
trabalho foi conduzido utilizando-se sementes de tomateiro, variedade Santa Cruz Kada,
contaminadas com Pythium sp. Os tratamentos consistiram de concentracdes de extrato com
3,1838; 6,3676; 9,5514 e 12,7352 mg de L-mimosina por grama de sementes em teste € o
tratamento controle com dgua, cada um deles contando com quatro repeticdes de 25 sementes
semeadas em vermiculita. Foram avaliadas a porcentagem de emergéncia, os tempos inicial,
médio e final de emergéncia, coeficiente de variacdo do tempo, velocidade média e a
sincronia da emergéncia, assim como a porcentagem de tombamento. A L-mimosina foi capaz
de reduzir a incidéncia de tombamento de 81,8% para 26,6% das plantulas, bem como
permitiu menor dispersdo da emergéncia no tempo, por prejudicar sua colonizacdo por
Pythium sp.

Palavras-Chave: alelopatia, Leucaena leucocephala, Solanum lycopersicum

ABSTRACT - The negative impact of modern agriculture on human health has stimulated
the search for new ways and methods, the so-called alternative management agents which are
harmful to plants, among them fungi. Among the various compounds from plant secondary
metabolites useful for this purpose is L-mimosine, produced by Leucaena_leucocephala
(Lam.) de Wit, used in this study to control damping-off This study was conducted using
tomato seeds, cultivar Santa Cruz Kada, contaminated with Pythium sp. The treatments
consisted of 0.1838 mg, 6.3676 mg, 9.5514 mg and 12,7352 mg of L-mimosine per gram of
tested seeds, with four replicates of 25 seeds, which were sown in vermiculite. Percentage of
emergence, initial, mean, and final emergence time, coefficient of variation of the germination
time, mean rate and synchrony were evaluated. L-mimosine was able to reduce the damping-
off incidence from 81.8% to 26.6%, as well as it allowed lower mergence dispersion along the
time, by decreasing Pythium sp. colonization.

Keywords: allelopathy, Leucaena leucocephala, Solanum lycopersicum
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INTRODUCAO

No intuito de encontrar maneiras € métodos de minimizar o impacto dos agrotéxicos a
sociedade e ao ambiente, os esforcos dos envolvidos no desenvolvimento da agricultura
organica tém-se firmado na observacdo e procura de processos ji existentes na natureza, pois
estes tétm como principio o equilibrio entre as populacdes. Ao contrdrio, nos sistemas
convencionais de produgdo agricola uma espécie deve se sobressair as outras a todo custo.
Dentre os fendmenos observados na natureza, a alelopatia apresenta-se como importante
processo de supressdo da competi¢cdo entre plantas e microrganismos, funcao semelhante a de
agrotoxicos utilizados na agricultura moderna. No entanto, seu estudo in situ é dificultado
devido as diversas interagdes existentes nos ecossistemas. Dentre as estratégias de
determina¢do da real atividade de principios aleloquimicos, encontram-se os biotestes em
laboratdrio, realizados em ambientes controlados que permitem a exclusio de fontes de
interferéncia que poderiam mascarar a atividade dos compostos, e possibilitam determinar a
substancia bioativa e a parte do vegetal que mais a concentra ou libera (INDERJIT;
DAKSHINI, 1995).

Notavelmente, os biotestes mais utilizados, em virtude de sua execucdo rapida e
simples, sdo os testes de germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas. No entanto,
alguns autores relatam que esse tipo de ensaio ndo deve ser a Unica forma de avaliacdo da
atividade alelopdtica de extratos vegetais, uma vez que o resultado € influenciado pelo
nimero de sementes em teste, em relacdo ao volume de extrato utilizado (WEIDENHAMER
et al., 1987). Outro cuidado importante ao se utilizar a germinacao de sementes ou emergéncia
de plantulas como indicadores dos efeitos alelopéticos estd vinculado ao ndmero de varidveis
analisadas, sendo recomenddvel que ndo se restrinja a porcentagem de germinacdo ou
emergéncia (FERREIRA; AQUILA, 2000; SANTANA et al., 2006; GRISI, 2010).

O género Pythium compreende oomicetos cosmopolitas, habitantes do solo e que
causam, entre outras doencas, tombamento ou damping-off de plantulas de diversas culturas,
entre elas o tomateiro. Quando atacam as sementes de tomateiro, promovem sua ripida
decomposicdo, ndo chegando a ocorrer sua germinacdo. Em tecidos vegetais jovens,
ocasionam o aparecimento de manchas encharcadas devido a degradagcdo por enzimas
pectoliticas da lamela média, ocasionando o colapso do tecido. O controle desses patdgenos se
faz mediante a utilizacdo de sementes livres do patdégeno e tratadas com fungicida ou
organismos antagonicos, assim como o tratamento do solo com fungicidas e a rotacdo de

culturas, mesmo que esta seja dificultada pela ampla gama de hospedeiros (SILVA, 2008).
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O presente trabalho teve como objetivo determinar, utilizando varidveis da
emergéncia, a possibilidade da utilizacdo de L-mimosina, presente em extratos de Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit, no controle de tombamento de tomateiro ocasionado por

Pythium sp.

MATERIAL E METODOS

As folhas de Leucaena leucocephala foram coletadas no Parque Linear do Cérrego do
Oleo, na zona urbana de Uberlandia, Minas Gerais, no més de fevereiro de 2012. O material
foi coletado de 10 plantas distintas localizadas as margens do corrego que corta o referido
Parque. As folhas foram destacadas dos ramos e secas em temperatura ambiente em local
sombreado. Apds a secagem, o material foi triturado em moinho de facas e acondicionado em
recipiente de plastico revestido com papel-aluminio e mantido a 8°C até sua utilizacao.

P6 de folhas secas de leucena foi fervido em dgua por 5 minutos, na propor¢ao de 100
g de folhas secas para 1 L de dgua destilada e a solug¢do obtida foi filtrada a vacuo, em papel
de filtro qualitativo Whatman n° 5. Esta solucdo filtrada foi levada a fervura a fim de reduzir
seu volume a metade e assim pode ser utilizada no preparo das concentragdes correspondentes
aos tratamentos. A concentracdo de L-mimosina no extrato aplicado foi determinada
utilizando-se trés amostras dos extratos, segundo método adaptado de Matsumoto e Sherman
(1951). Para isto, 20 mL de cada amostra foram fervidos com 30 mg de carvao ativado por 15
minutos. Apos fervura, estas foram filtradas. Em frascos de 15 mL foram adicionados 4 mL
de solucgdo de cloreto férrico a 0,5% em HCI 0,1 M; 1 mL da solu¢do oriunda de cada amostra
e 5 mL de solu¢ao de HCI 0,1 M. O complexo formado com a mistura foi levado a um
espectrofotometro de UV/VIS Hitachi 2000 com comprimento de onda regulado em 535 nm
para leitura de sua absorbancia. A concentracdo de L-mimosina foi obtida pela expressdao
matematica ,onde y: concentragdo de L-mimosina em mg L-1; vf: volume da amostra apds
fervura; aam: absorbancia da amostra a 535 nm; ab: absorbancia do branco.

Os tratamentos consistiram de quatro concentragdes, incluindo 3,1838; 6,3676; 9,5514
e 12,7352 mg de L-mimosina por grama de sementes em teste € o controle com agua
destilada. A massa de sementes considerada para a determinacdo das concentracdes foi a
obtida por secagem a 70 °C até massa constante de 8 amostras de 100 sementes cada, que

correspondeu a 0,1731 g + 0,0001 g por 100 sementes.
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O teste de emergéncia foi conduzido com sementes de tomateiro, variedade Santa
Cruz Kada, semeadas em vermiculita expandida super fina (volume de expansio de 0,1 m3),
em caixas do tipo gerbox, mantendo-se a umidade a 70% de sua capacidade de campo. O
experimento foi instalado em camara de germinacdo e desenvolvimento (Seedburo Equipment
Company, modelo MPG — 2000), sob luz branca fluorescente continua (7,834 + 4,709 umol
m-2 s-1), entre 25 e 27 °C, delineamento inteiramente casualizado (DIC), composto de quatro
concentracdes € uma testemunha, cada uma com quatro repeti¢des de 25 sementes cada. As
leituras foram feitas em intervalos de 12 horas. Sempre que necessario foi adicionada dgua
destilada para manter a vermiculita a 10% da capacidade de campo.

O lote de sementes foi adquirido infestado pelo patégeno, detectado por um pré-teste
de emergéncia, utilizando-se 100 sementes do lote. Apds o aparecimento dos sintomas da
doenca e dos sinais do patdgeno (hifas), estes foram levados ao microscopio estereoscopio. A
identificacdo do fungo se fez em microscépio de luz pela observacdo e comparacao de hifas
tingidas pelo corante Azul de Algodao, com guias de identificacdo.

Foram avaliados a porcentagem de emergéncia (E); os tempos inicial ( ), médio () e
final ( ); a velocidade média (); o coeficiente de variagdo do tempo (CVr) e a sincronia (Z) do
processo de emergéncia, conforme sugerido por Ranal e Santana (2006). O critério utilizado
para considerar uma plantula emergida foi o aparecimento da alca hipocotiledonar acima do
nivel do substrato. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA).
Quando os dados se mostraram estatisticamente significantes pelo teste de F a 0,05 de
significancia, estes foram submetidos a regressdo linear, quadritica e cubica, a fim de

encontrar o melhor modelo ajustado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todas as varidveis do processo de emergéncia, cuja regressdo foi possivel, o resultado
menos satisfatério foi obtido na auséncia de L-mimosina (Figura 1). A maior porcentagem de
tombamento ocorreu no controle, com incidéncia de 81,8% (obtida como valor complementar a
porcentagem de emergéncia), bem como a menor incidéncia da doenca ocorreu na maior dose,
26,6%. Os dados obtidos para a porcentagem de emergéncia (E£) na dose mais alta (12,7352 mg g-1
de L-mimosina por grama de semente em teste) foram semelhantes aos obtidos por Patricio et al.
(2007) quando estes trataram o solo, no qual se fez a semeadura de pepino, com isolado de

Trichoderma sp. ou quando o solo fora anteriormente submetido a solarizacdo. Bettiol et al.

(1997) relatam diminui¢ao da incidéncia de
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Figura 1: Varidveis do processo de emergéncia de plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) contaminadas por Pythium sp. submetidas a diferentes concentracdes de L-
mimosina. Gréficos sem linha de regressdo indicam que a mesma nao foi significativa (R2 < 70%

a probabilidade de 0,05 pelo teste de F).
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tombamento em pepino, causado por Pythium sp., com a adicdo de matéria organica ao solo,
em valores também semelhantes aos obtidos neste trabalho. O controle efetivo deste patogeno
¢ relatado apenas com a utiliza¢do de fungicidas, em ambos os trabalhos.

No entanto, o simples fato das plantulas emergirem ndo garante que as mudas serdo
vigorosas e que responderdao a um cronograma de producdo. A diminui¢ao do tempo inicial de
emergéncia indica melhor estado fisiologico e sanitdrio das plantulas, visto que o agente
causal da doenga foi prejudicado, ao menos temporariamente. Neste sentido, medidas de
emergéncia tais como o tempo inicial e a sincronia podem evidenciar o melhor estado
fisiolégico dessas plantulas e, por conseguinte, o0 melhor estado sanitdrio das mesmas.

O coeficiente de variagdo do tempo € uma medida de dispersdo que permite
comparacdes, independentemente da magnitude do tempo médio de emergéncia (RANAL;
SANTANA, 2006). Deste modo, € possivel observar que com o aumento das concentragdes
de L-mimosina, a variacdo entre os tempos médios aumentou até a concentracao de 9,4286
mg g-1 e, a partir de entdo, passou a decair novamente. Em geral, em populacdes de plantulas
cujo ambiente ndo lhes ofereca estresses significativos, a tendéncia € de que o coeficiente de
variacdo do tempo de emergéncia seja baixo, como consequéncia da emergéncia menos
dispersa no tempo, uma vez que a condicdo é favordvel aos individuos. No entanto,
populacdes sob alto estresse podem também apresentar menor dispersdao no tempo, visto que
ja ndo contam com alternativas para resistir ao fator que limita seu desenvolvimento. O fato
de serem capazes de dispersar sua emergéncia no tempo mostra uma melhora no estado
fisiolégico dessas plantulas, processo semelhante ao que ocorre em plantas daninhas, cujo
controle que lhes € imposto seja moderado (MORTIMER, 1990).

Segundo Kalejta e Hamlin (1997), a L-mimosina € capaz de interferir de maneira
significativa na taxa de alongamento das cadeias de acidos nucleicos no momento da
replicacdo do DNA e na transcricdo de RNA, o que pode impedir ou dificultar a multiplicagdo
de células e a producdo de proteinas pelo organismo afetado. Seus efeitos sdo ocasionados por
interferéncia nos periodos G1 e S do ciclo celular, o que dificulta sua continuagdo. Diversos
estudos realizados com fungicidas inibidores de oomicetos para o controle de Phytophthora
spp. € Pythium spp. demonstraram que o modo de acdo dessa classe de substancias envolve a
inibicdo da sintese do RNA (FISCHER; HAYES, 1982; DAVIDSE et al., 1984). Logo, ¢
possivel concluir que o efeito de L-mimosina no comportamento de Pythium sp. seja
decorrente de processo semelhante ao de produtos regularmente utilizados no mercado para

seu controle.
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De maneira geral, a utilizacdo de L-mimosina mediante o uso de extratos de Leucaena
leucocephala nas mais altas concentracdes foi capaz de potencializar seu desempenho
melhorar o estado sanitdrio das plantulas de tomateiro por prejudicar sua coloniza¢do por

Pythium sp.
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RESUMO - O uso continuado de agrotdxicos e o impacto negativo dos residuos desses
produtos a saide humana estimulou a busca por métodos alternativos de manejo de plantas
daninhas. Dentre esses, destaca-se o uso de compostos do metabolismo secundario de plantas
como a L-mimosina, produzida por Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. Este trabalho foi
conduzido utilizando-se sementes de fedegoso (Senna occidentalis (L.) Link), daninha de
dificil controle em dreas de pastagem. Os tratamentos consistiram de concentracdes de extrato
com 3,1838; 6,3676; 9,5514 e 12,7352 mg de L-mimosina por grama de sementes em teste, e
o tratamento controle com 4gua, cada um deles contando com quatro repeticdes de 25
sementes, semeadas em vermiculita. Foram avaliados a porcentagem de emergéncia, os
tempos inicial, médio e final de emergéncia, coeficiente de variagdo do tempo, velocidade
média e a sincronia da emergéncia. Houve reducdo da velocidade média e aumento do tempo
médio do processo. De maneira geral, a utilizacdo de L-mimosina nao foi capaz de prejudicar
o desempenho de plantulas de Senna occidentalis.

Palavras-Chave: alelopatia, Leucaena leucocephala, plantas daninhas

ABSTRACT - Continued use of pesticides and the negative impact of these products on
human health has stimulated the search for alternative methods of weed management. Among
these, the use of compounds of secondary metabolism of plants such as L-Mimosine produced
by Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit contrasts. This study was conducted using
sicklepod seeds (Senna occidentalis (L.) Link), weed of difficult control in pasture areas. The
treatments consisted of 3.1838 mg, 6.3676 mg, 9.5514 mg e 12.7352 mg of L-mimosine per
gram of tested seeds, with four replicates of 25 seeds. The seeds were sown in vermiculite,
maintaining the moisture at 70% of the water retention capacity. Percentage of emergence,
initial, mean, and final emergence time, coefficient of variation of the germination time, mean
rate and synchrony were evaluated. There was reduction of the mean rate and increase of
mean time of the process. In general, the use of L-mimosine was not able to reduce the
performance of Senna occidentalis seedlings.

Keywords: allelopathy, Leucaena leucocephala, weeds
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INTRODUCAO

O estudo da alelopatia vem ganhando espaco na comunidade cientifica por trazer uma
nova visdo de controle de organismos indesejdveis pela utilizacdo de processos jd existentes
na natureza. Esse tipo de processo € observado em biomas naturalmente equilibrados e pode
ser uma alternativa a tentativa de equilibrar também os biomas artificiais, criados pela
humanidade. Dentre os diversos compostos ditos alelopaticos estudados, encontra-se a L-
mimosina, aminodcido ndo peptidico encontrado nos géneros Leucaena e Mimosa (Fabaceae).

Aminoacidos nao peptidicos, também ditos “incomuns”, sdo produto de modificagdes
nas rotas comuns da formacao dos principais aminoédcidos conhecidos. Provavelmente, essas
modificagdes nas rotas pré-existentes promovem a producdo de metabdlitos secundarios
capazes de proteger a planta de predadores, permitindo-lhe competir com outras plantas pelos
recursos do ambiente, tais como luz, dgua, nutrientes, espago, entre outros (BELL, 1976).
Entre as familias que mais apresentam espécies que acumulam esse tipo de composto estéd
Fabaceae. Assim como as demais plantas da familia, Leucaena leucocephala (Lambert) de
Wit. apresenta grande quantidade de proteinas e aminodcidos livres em seus tecidos. Teores
expressivos de compostos desta natureza em folhas de leucena foram relatados por Garcia et
al. (1995) como a presenca de 4,15% de nitrogénio, 29,2% de proteina bruta e 4,3% de L-
mimosina, podendo esta chegar até 8%.

Nos ultimos anos, diversas pesquisas buscam novas aplicagdes a compostos como a L-
mimosina. Entre os novos usos pesquisados, encontra-se a utilizacdo no controle de pragas e
doencas de plantas (ISHAAYA et al., 1991; MITCHELL et al., 1993; HARTNEY et al., 2007
HUANG et al., 2011) bem como a utilizacdo no controle de plantas daninhas. No entanto, é
necessario que se conheca o efeito desses compostos sobre as plantas de interesse econdmico,
uma vez que em condi¢des de producdo, as plantas de interesse e os organismos indesejaveis
estdo presentes simultaneamente no mesmo espago. Alternativas sustentaveis devem garantir
o controle de organismos indesejidveis, mas também a manutencdo das caracteristicas
desejadas da cultura em producao.

Como meio simples, rapido e controldvel de observacdo do comportamento dos
vegetais, os biotestes sdo importantes e necessdrios como ferramenta na determinagdo das
respostas influenciadas pelas substancias em questdo. Entre os biotestes mais utilizados,
encontra-se o teste de germinacio de sementes. E importante que esse processo possa ser
avaliado de diversas maneiras, seja a quantificacdo de sementes germinadas, bem como a
distribuicao dessa germinacdo no tempo. Para isso, a utilizacdo de diversas varidveis que

possam detectar as mais sutis variacdes nos padroes de germinacao € de extrema importancia,



29

haja visto que apenas a porcentagem de germinacdo ndo € capaz de englobar os fatores fisicos
e temporais envolvidos nesse processo (FERREIRA; AQUILA, 2000). Outras varidveis sio a
velocidade média de emergéncia, coeficiente de variacdo do tempo, sincronia e 0s tempos
médio, inicial e final do processo (RANAL; SANTANA, 2006), tteis na determinacdo de
variacdes no padrao de emergéncia, mesmo em espécies pouco responsivas as interferéncias
quimicas naturais ou de origem antrépica.

Entre as espécies de dificil controle estd Senna occidentalis (L.) Link. Planta daninha,
perene, frequente em campos nativos, pastagens e lavouras nos primeiros anos de
implantacdo, de ocorréncia bastante comum no Cerrado do Brasil Central. E planta arbustiva
de controle dificultado pela intensa producdo de sementes contidas em frutos deiscentes
(KISSMANN; GROTH, 1999).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do extrato aquoso de
folhas de leucena, rico em L-mimosina, sobre a emergéncia de plantulas de fedegoso, visto
que essa pode ser uma alternativa para o controle dessa espécie daninha, cujas opgdes

oferecidas pelo mercado sdo escassas.

MATERIAL E METODOS

As folhas de Leucaena leucocephala foram coletadas no Parque Linear do Cérrego do
Oleo, na zona urbana de Uberlandia, Minas Gerais, no més de fevereiro de 2012. O material
foi coletado de 10 plantas localizadas as margens do corrego que corta o referido Parque. As
folhas foram destacadas dos ramos e secadas em temperatura ambiente em local sombreado.
Apoés a secagem, o material foi triturado em moinho de facas e acondicionado em recipiente
pléstico revestido de papel-aluminio, tendo sido mantido a 8°C até sua utilizac3o.

P6 de folhas secas de leucena foi fervido em dgua por 5 minutos, na propor¢do de 100
g de folhas secas para 1 L de 4gua destilada e a solugdo obtida foi filtrada a vacuo, em papel
de filtro qualitativo Whatman n° 5. Esta solucdo filtrada foi levada a fervura a fim de reduzir
seu volume a metade e assim pode ser utilizada no preparo das concentracdes correspondentes
aos tratamentos. A concentracdo de L-mimosina no extrato aplicado foi determinada
utilizando-se trés amostras dos extratos, segundo método adaptado de Matsumoto e Sherman
(1951). Para isto, 20 mL de cada amostra foram fervidos com 30 mg de carvao ativado por 15
minutos. Ap6s fervura, estas foram filtradas. Em frascos de 15 mL foram adicionados 4 mL
de solugdo de cloreto férrico a 0,5% em HCI 0,1 M; 1 mL da solu¢do oriunda de cada amostra
e 5 mL de solucdo de HCl 0,1 M. O complexo formado com a mistura foi levado a um

espectrofotometro de UV/VIS Hitachi 2000 com comprimento de onda regulado em 535 nm
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para leitura de sua absorbancia. A concentracdo de L-mimosina foi obtida pela expressao

v (aam —ap )

matemadtica y = 2,252 x ,onde y: concentracio de L-mimosina em mg L'; vy

volume da amostra ap6és fervura; a,,: absorbancia da amostra a 535 nm; a,: absorbancia do
branco

Os tratamentos consistiram de quatro concentragdes, incluindo 3,1838 mg, 6,3676 mg,
9,5514 mg e 12,7352 mg de L-mimosina por grama de sementes em teste € o controle com
dgua destilada. A massa de sementes considerada para a determina¢do das concentracdes foi a
obtida por secagem a 70 °C até massa constante de 8 amostras de 100 sementes cada, que
correspondeu a 1,5748 g + 0,0300 g por 100 sementes.

O teste de emergéncia foi conduzido com sementes de fedegoso, escarificadas
mecanicamente por picote lateral, semeadas em vermiculita expandida super fina (volume de
expansdao de 0,1 m3), em caixas do tipo gerbox, mantendo-se a umidade a 70% de sua
capacidade de campo. O experimento foi instalado em camara de germinacdo e
desenvolvimento (Seedburo Equipment Company, modelo MPG — 2000), sob luz branca
fluorescente continua (7,834 £+ 4,709 pumol m-2 s-1), entre 25 e 27 °C, delineamento
inteiramente casualizado (DIC), composto de 4 concentracdes € uma testemunha, cada uma
com 4 repeti¢des de 25 sementes cada. . As leituras foram feitas em intervalos de 12 horas.
Sempre que necessario foi adicionada 4dgua destilada para manter a vermiculita a 10% da
capacidade de campo.

Foram avaliados a porcentagem de emergéncia (E); os tempos inicial ( ), médio () e
final ( ); a velocidade média ('); o coeficiente de varia¢do do tempo (CVr) e a sincronia (Z) do
processo de emergéncia, conforme sugerido por Ranal e Santana (2006). O critério utilizado
para considerar uma plantula emergida foi o aparecimento da alca hipocotiledonar acima do
nivel do substrato. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA).
Quando os dados se mostraram estatisticamente significantes pelo teste de F a 0,05 de
probabilidade, estes foram submetidos a regressdo linear, quadritica e cubica, a fim de

encontrar o melhor modelo ajustado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a maioria das varidveis analisadas ndo houve resposta de Senna occidentalis aos

N

tratamentos empregados, a exce¢do do tempo médio e velocidade média de emergéncia
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(Figura 1). Resultado semelhante é relatado por Williams e Hoagland (2007) com outra
espécie do mesmo género, Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby. Os referidos autores
relatam que o aumento do tempo de embebi¢ao das sementes dessa espécie em solugao de L-
mimosina ndo é capaz de potencializar a inibicio da germinagio sobre as mesmas. E
importante destacar que a resposta a compostos com propriedades aleloquimicas ocorre com
maior frequéncia no comprimento da radicula e parte aérea de plantulas (WILLIAMS;
HOAGLAND, 1984; REIS et al.,1999), como relatado quando da utilizagdo de B-(3-
isoxazolin-5-on-2-il)-alanina, um aminoacido nao peptidico encontrado em Pisum sativum L.,
cujas caracteristicas se assemelham as da L-mimosina (SCHENK;WERNER, 1991). Isso
talvez se explique pelo maior contato dessas substancias com os tecidos do hipocétilo e raizes,
uma vez que o substrato possui concentragdes considerdveis do aleloquimico em questao.

O aumento do tempo médio e a diminui¢do da velocidade média de emergéncia podem
conferir vantagem competitiva ao pasto ou cultivo implantado que, ao ocupar o espaco e
garantir seu suprimento nos mais diversos recursos do meio mais rapidamente, impede o
estabelecimento e desenvolvimento do fedegoso. No entanto, o controle quimico de espécies
perenes apds seu estabelecimento ndo é recomendado, uma vez que estas sdo capazes de se
recuperar por possuirem gemas subterrdneas, podendo constituir novo dossel (LORENZI,
20006).

Mesmo sendo pouco responsivo, fedegoso € uma espécie de interesse por apresentar
caracteristicas comuns as plantas daninhas, entre elas a alta variabilidade genética, que lhe
confere distintos processos de defesa, com rusticidade que faz dessas plantas eximias
competidoras por recursos escassos do meio. Ao contrdrio das plantas daninhas, as espécies
geralmente utilizadas como indicadoras de atividade alelopética sdo cultivadas, sendo a
maioria hortalicas que sofreram intenso processo de domesticacdo e melhoramento. A
preferéncia pelas espécies cultivadas € motivada pela uniformidade genética, fisiologica e
morfoldgica das plantulas, o que ocasiona reconhecimento mais facil de mudangas sutis nos
padrdes de emergéncia dessas espécies. Além disso, espécies de amplo cultivo permitem que
os resultados se repitam e sejam menos influenciados pelas condic¢des, tanto de produgdo
dessas sementes, quanto de conducdo dos ensaios. Entre as espécies mais utilizadas

encontram-se Daucus carota L., Zea mays L., Glycine max (L.) Merril, Phaseolus vulgaris L.,
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Figura 1: Varidveis do processo de emergéncia de plantulas de fedegoso (Senna occidentalis
(L.) Link) submetidas a diferentes concentracdes de L-mimosina, extraida de folhas de
Leucaena leucocephala (Lambert) de Wit. Gréaficos sem linha de regressdo indicam que a
mesma nao foi significativa (R2 < 70% a significancia de 0,05 pelo teste F).

Triticum aestivum L. e as consideradas mais responsivas Raphanus sativus L., Lactuca

sativa L. e Solanum lycopersicum L. (KOHLI et al., 1998). E importante salientar que o
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intuito da busca por compostos alelopaticos para o controle de plantas daninhas deve ser
guiado pela busca de efeitos nestas plantas. O estudo em plantas de interesse € sim
importante, mas para a compreensao das implicacdes do uso dessas substancias nos cultivos
comerciais ja estabelecidos e de importancia ao produtor rural.

De maneira geral, a aplicacdo de extratos de leucena ricos em L-mimosina nao
proporcionou interferéncia negativa sobre o processo de emergéncia de plantulas de fedegoso,

sendo esta substancia, sob as condi¢des de ensaio, ineficaz no controle da mesma.
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RESUMO - Diversos trabalhos apontam que o extrato de leucena, rico em L-mimosina,
exerce grande influéncia nos organismos indesejaveis, o que justifica seu uso como
agrotoxico objetivando o controle de pragas e doencas. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar a influéncia de L-mimosina na emergéncia de plantulas de feijoeiro e nas
caracteristicas morfolégicas das mesmas. Foram utilizadas sementes de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) cultivar Pérola. Os tratamentos consistiram de concentragdes de extrato com
0,3184; 0,6368; 0,9551 e 1,2735 mg de L-mimosina por grama de sementes em teste, € 0O
tratamento controle com dgua, cada um deles contando com quatro repeticdes de 25 sementes.
Foram avaliadas a porcentagem de emergéncia, os tempos inicial, médio e final de
emergéncia, coeficiente de variagdo do tempo, velocidade média e a sincronia da emergéncia.
Foram ainda avaliadas caracteristicas morfologicas das plantulas. De maneira geral, a
utilizacdo de L-mimosina ndo foi capaz de prejudicar o desempenho de plantulas de feijoeiro
no processo de emergéncia. No entanto, induziu a morte de raizes primdria e secunddrias a
niveis superiores a 60%, mesmo nas doses mais baixas, assim como o estiolamento dessas
plantulas a niveis préximos de 100%, modificacdes que podem impedir o estabelecimento das
mesmas no campo.

Palavras-Chave: alelopatia, anomalias em plantulas, feijoeiro, Leucaena leucocephala,

ABSTRACT - Several studies indicate that the extract of leucaena, rich in L-Mimosine,
exerts great influence on the unwanted organisms, which justifies its use as pesticide aiming
to control pests and diseases. This study aimed to evaluate the influence of L-Mimosine in the
emergence of bean seedlings and morphological characteristics of the same. This study was
conducted using Phaseolus vulgaris L. seeds cultivar Pérola. The treatments consisted of
0.3184, 0.6368, 0.9551 and 1.2735 mg of L-mimosine per gram of tested seeds, with four
replicates of 25 seeds. Percentage of emergence, initial, mean, and final emergence time,
coefficient of variation of the germination time, mean rate and synchrony were evaluated. In
general, the use of L-Mimosine was not able to decrease the performance of bean seedlings.
However, it induced the death of primary and secondary roots at levels up than 60% even in
the lower concentrations, as well as their etiolament at near 100%, modifications that may
prevent its establishment in the field.

Keywords: Allelopathy, dry bean, Leucaena leucocephala, seedling anomalies
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INTRODUCAO

Os processos naturais de supressio da competicdo existentes em ambientes ndo
alterados pelo homem vém despertando a curiosidade e o interesse do ramo agricola, por
alternativas mais sustentdveis e menos dependentes dos grandes conglomerados industriais,
responsaveis pela producdo dos agrotdxicos. A busca por um pacote tecnoldgico que esteja
acessivel ao produtor, ao mesmo tempo em que reduz seus gastos e sua dependéncia de
insumos externos faz da alelopatia um processo interessante. Entre as substancias passiveis de
utilizagcdo para esse fim estdo os aminodcidos nao peptidicos, como a L-mimosina.

Assim como 6leos essenciais e substancias fendlicas, os aminodcidos ndao peptidicos
sdo oriundos de modificacdes em rotas do metabolismo primério e cujos produtos podem ser
utilizados pelos vegetais na defesa contra predadores e parasitas, assim como facilitar o
melhor aproveitamento dos recursos limitantes do meio por suprimir a competi¢do, ou ao
menos mitigd-la, a ponto de sua influéncia ser minima (BELL, 1976). Entre as familias que
mais apresentam espécies acumuladoras desse tipo de composto estd Fabaceae. Assim como
as demais plantas da familia, Leucaena leucocephala (Lambert) de Wit. apresenta grande
quantidade de proteinas e aminodcidos livres em seus tecidos, sendo alguns destes, ditos
incomuns, encontrados em altas concentragcdes nos tecidos desses vegetais.

Nos dltimos anos, novas aplicacdes a compostos como a L-mimosina, t€m sido
procuradas. Entre os novos usos pesquisados, encontra-se a utilizacdo no controle de insetos
(ISHAAYA et al., 1991; MITCHELL et al., 1993; HUANG et al., 2011) e microrganismos
(HARTNEY et al., 2007). No entanto, € necessario que se conheca o efeito desses compostos
sobre as plantas de interesse econdmico, pois alternativas sustentdveis devem garantir o
controle de organismos indesejdveis, mas também a manutencio das caracteristicas desejadas
da cultura em producao.

Entre os primeiros ensaios para utilizagcdo de novos compostos, encontram-se O0S
bioensaios. Sua grande versatilidade advém do fato de permitirem um controle bastante amplo
das condi¢des ambientais, a ponto de permitir a compreensdo dos resultados obtidos, sem a
interferéncia de fatores externos pouco previsiveis, como a ocorréncia de pragas e doengas de
solo ou variacOes bruscas de temperatura e luminosidade. Os biotestes permitem ainda o
trabalho com diversas varidveis, cuja sensibilidade poderia ser afetada por condi¢des adversas
ndo programadas. Entre as varidveis mais utilizadas encontra-se a porcentagem de
germinacdo. Apesar de ser bastante responsiva, esta ndo deve ser encarada como tUnica
variavel de avaliagdo (FERREIRA; AQUILA, 2000). Varidveis que possam estimar a

dispersdo da germinagdo no tempo, bem como relacionar a frequéncia em determinado espaco
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de tempo a uniformidade fisiolégica de um lote de sementes também sdo importantes para a
compreensdo da dindmica encontrada. Varidveis com essas caracteristicas vém sendo
utilizadas, como a velocidade média de germinagdo, coeficiente de variacio do tempo,
sincronia e os tempos médio, inicial e final do processo (RANAL; SANTANA, 2006). Igual
importancia deve ser dada a morfologia das plantulas submetidas a meios que induzam o
estresse, como a presenca de compostos alelopdticos, uma vez que a alteracdo do padrio
germinativo ou de emergéncia pode ser menos dristica que a acdo direta desses compostos
nos tecidos jovens das plantulas (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Visto que o uso de L-mimosina pode vir a ser uma alternativa ao uso de substancias
sintéticas no controle de pragas e doencas que surgem durante o cultivo desta cultura, o
presente trabalho teve como objetivo quantificar a influéncia do extrato aquoso de leucena,
rico em L-mimosina, sobre a emergéncia de plantulas de feijoeiro

MATERIAL E METODOS

As folhas de Leucaena leucocephala foram coletadas no Parque Linear do Cérrego do
Oleo, na zona urbana de Uberlandia, Minas Gerais, no més de fevereiro de 2012. O material
foi coletado de 10 plantas distintas localizadas as margens do corrego que corta o referido
Parque. As folhas foram destacadas dos ramos e secadas em temperatura ambiente em local
sombreado. Apds a secagem, o material foi triturado em moinho de facas e acondicionado em
recipiente pléstico revestido de papel-aluminio, tendo sido mantido a 8°C até sua utilizagao.

P6 de folhas secas de leucena foi fervido em agua por 5 minutos, na propor¢do de 100
g de folhas secas para 1 L de dgua destilada e a solucdo obtida foi filtrada a vicuo, em papel
de filtro qualitativo Whatman n° 5. Esta solucao filtrada foi levada a fervura a fim de reduzir
seu volume a metade e assim pode ser utilizada no preparo das concentracdes correspondentes
aos tratamentos. A concentracdo de L-mimosina no extrato aplicado foi determinada
utilizando-se trés amostras dos extratos, segundo método adaptado de Matsumoto e Sherman
(1951). Para isto, 20 mL de cada amostra foram fervidos com 30 mg de carvao ativado por 15
minutos. Apos fervura, estas foram filtradas. Em frascos de 15 mL foram adicionados 4 mL
de solucgdo de cloreto férrico a 0,5% em HCI 0,1 M; 1 mL da solu¢do oriunda de cada amostra
e 5 mL de solucdo de HCl 0,1 M. O complexo formado com a mistura foi levado a um
espectrofotometro de UV/VIS Hitachi 2000 com comprimento de onda regulado em 535 nm

para leitura de sua absorbancia. A concentracdo de L-mimosina foi obtida pela expressao

vf(@am —ap )

matemdtica y = 2,252 x ,onde y: concentracdo de L-mimosina em mg L-1; vf:
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volume da amostra apds fervura; aam: absorbancia da amostra a 535 nm; ab: absorbancia do
branco

Os tratamentos consistiram de quatro concentragdes, incluindo 0,3184 mg, 0,6368 mg,
0,9551 mg e 1,2735 mg de L-mimosina por grama de sementes em teste € o controle com
dgua destilada. A massa de sementes considerada para a determinagdo das concentracdes foi a
obtida por secagem a 70 °C até massa constante de 8 amostras de 100 sementes cada, que
correspondeu a 26,83 g + 0,51 g por 100 sementes.

O teste de emergéncia foi conduzido com sementes de feijoeiro, cultivar Pérola,
semeadas em vermiculita expandida super fina (volume de expansdo de 0,1 m3), em caixas do
tipo gerbox, mantendo-se a umidade a 70% de sua capacidade de campo. O experimento foi
instalado em camara de germinacdo e desenvolvimento (Seedburo Equipment Company,
modelo MPG — 2000), sob luz branca fluorescente continua (7,834 + 4,709 umol m-2 s-1),
entre 25 e 27 °C, delineamento inteiramente casualizado (DIC), composto de 4 concentragdes
e uma testemunha, cada uma com 4 repeticoes de 25 sementes cada. As leituras foram feitas
em intervalos de 12 horas. Sempre que necessdrio foi adicionada dgua destilada para manter a
vermiculita a 10% da capacidade de campo.

Foram avaliados a porcentagem de emergéncia (E); os tempos inicial (t, ), médio () e
final (¢r ); a velocidade média (¥); o coeficiente de variagdo do tempo (CVr) e a sincronia (Z)
do processo de emergéncia, conforme sugerido por Ranal e Santana (2006). O critério
utilizado para considerar uma plantula emergida foi o aparecimento da al¢a hipocotiledonar
acima do nivel do substrato.

Apds a estabilizacio da emergéncia nas parcelas, as mesmas foram retiradas da
camara de germinagdo e desenvolvimento e deixadas em bancada a 25 °C por sete dias, sob
iluminacdo natural, antes de serem avaliadas morfologicamente. A andlise morfologica
consistiu na observacdo e registro fotografico das anomalias induzidas pela L-mimosina,
sendo contabilizadas como porcentagem de ocorréncia. Avaliagdes de comprimento € massa
nao foram tomadas em virtude da diferenca de idade entre as plantulas. As anomalias
contabilizadas foram plantulas estioladas, morte da raiz primdria, morte da raiz secundaria,
raizes superficiais, plantulas ndo emergidas e sementes mortas.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Quando os
dados se mostraram estatisticamente significantes pelo teste de F' a 0,05 de probabilidade,
estes foram submetidos a regressdo linear, quadratica e cubica, a fim de encontrar o melhor

modelo ajustado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a maioria das caracteristicas analisadas ndo houve resposta do feijoeiro aos
tratamentos empregados, a excecdo da sincronia do processo de emergéncia (Figura 1).
Ferreira e Aquila (2000) relatam respostas expressivas da porcentagem de emergéncia como
uma tendéncia em biotestes desse tipo, no entanto, relatam ainda que apenas a
germinabilidade ou porcentagem de emergéncia ndo podem caracterizar a a¢do de grande
parte dos compostos, ja que o efeito de muitos aleloquimicos, como a L-mimosina, pode se
dar na distribuicdo da emergéncia no tempo. No presente trabalho, a porcentagem de
emergéncia ndo apresentou diferenca quando do uso de extratos nas diferentes concentracoes.

A sincronia do processo de emergéncia € importante varidvel que permite o
entendimento dos vegetais enquanto grupo populacional. Populacdes que apresentam altos
valores de sincronia indicam que o meio a que sdo submetidas apresentam pouca limitagdo ao
seu desenvolvimento. Ambientes favordveis sdo capazes de oferecer os recursos necessarios a
mais individuos de uma mesma espécie, ocasionando a coloniza¢do desse espaco por mais
individuos ao mesmo tempo. No referido ensaio, a sincronia do grupo de sementes em teste
foi reduzida até a concentragdo de 0,6336 mg por grama de sementes em teste (Figura 1). A
elevacdo da sincronia apds esse ponto pode ser uma resposta ao aumento do estresse
decorrente das maiores concentracoes de L-mimosina, j4 que populacdes sob alto estresse
podem também apresentar menor dispersdo no tempo, visto que ji ndo contam com
alternativas para resistir ao fator que limita seu desenvolvimento (Figura 1).

Extratos com altas concentracdes de L-mimosina influenciaram negativamente o
desenvolvimento do sistema radicular das plantulas de feijoeiro, induzindo a morte das raizes
priméria e secunddrias (Figura 2). A maioria das raizes secunddrias presentes se concentrou
na camada mais superficial do perfil do substrato (Figura 3), provavelmente como
consequéncia da maior concentracdo de L-mimosina no fundo das caixas gerbox. Schenk e
Werner (1991) obtiveram resposta semelhante com p-(3-isoxazolin-5-on-2-il)-alanina, um
aminodcido ndo peptidico encontrado em Pisum sativum L. Os efeitos relatados por esses
autores foram mais efetivos na interferéncia do crescimento da radicula e parte aérea de

espécies ndo pertencentes a familia Fabaceae.
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Figura 1: Varidveis do processo de emergéncia de plantulas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris

L.) submetidas a diferentes concentracdes de L-mimosina extraida de folhas de Leucaena

leucocephala (Lambert) de Wit. Graficos sem linha de regressdo indicam que a mesma nao

foi significativa (R2 < 70% a probabilidade de 0,05 pelo teste F).
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Figura 2: Anormalidades morfoldgicas de plantulas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

submetidas a diferentes concentragdes de L-mimosina extraida de Leucaena leucocephala

(Lambert) de Wit. Gréficos sem linha de regressao indicam que a mesma nao foi significativa

(R2 <70% a probabilidade de 0,05 pelo teste F).
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Figura 3: Anormalidades morfolégicas de plantulas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
submetidas a diferentes concentracdes de L-mimosina extraida de Leucaena leucocephala

(Lambert) de Wit.

Segundo Williams e Hoagland (1984) e Reis et al. (1999), a resposta a compostos com
propriedades aleloquimicas ocorre com maior frequéncia no comprimento de raiz primaria e
parte aérea de plantulas. A fase de maior influéncia no controle de plantas € justamente a de

plantula, em virtude de nesta fase se determinarem os potenciais produtivos dos individuos,



44

bem como a ocorréncia do estabelecimento da plantula no habitat (INDERJIT; DAKSHINI,
2000). A agricultura ja tem conhecimento da importancia dessa fase no ciclo dos vegetais ha
muito tempo. Por isto, o controle quimico de plantas daninhas é recomendado nas fases
iniciais do desenvolvimento da flora indesejada (LORENZI, 2006).

No presente ensaio, foram observadas plantulas com raizes primdria e secundarias
mortas, submetidas a concentracdo de 0,9551 mg g-1 (Figura 3 — a); plantulas com morte de
raiz primdria aliada a intensa produg¢ao de raizes secunddrias superficiais, submetidas a 0,3184
mg g- 1 (Figura 3 — b); plantulas desprovidas de raizes primdria e secunddrias submetidas a
concentracdo de 1,2735 mg g-1 (Figura 3 — c¢) e plantulas estioladas, com morte de raiz
primdria e intensa produgdo de raizes secunddrias, submetidas a concentra¢do de 0,6386 mg
g-1 (Figura 3 — d). Essas observagdes demonstram o potencial de interferéncia dos extratos de
leucena na fase inicial da cultura do feijoeiro, o que se torna ainda mais evidente quando se
observa o aspecto geral do ensaio (Figura 3 — e). Doses superiores a 0,3 mg g-1 foram capazes
de induzir a morte de raizes primdria e secunddrias em mais de 60% das plantulas (Figura 2),
indicando grande interferéncia na ontogénese desses 0rgaos.

O sistema radicular é a grande ligacdo das plantas com o meio fisico que as suporta. E
o caminho para a entrada de nutrientes minerais, 4gua, oxigénio e cumpre o importante papel
de fixar o caule dos vegetais a fim de que estes possam aproveitar o recurso mais importante a
vida dos vegetais superiores, a luz. A mé formacgao das raizes impedird que todos esses fatores
sejam ofertados em quantidade e qualidade adequados aos exigidos para a boa manutengao do
estado fisiolégico dessas plantas. Do ponto de vista agrondmico, a utilizacdo de compostos
para o controle de pragas e doencas nao pode interferir significativamente na fisiologia das
culturas de interesse, o que faz da L-mimosina um composto que merece mais estudos antes
de sua recomendacdo em cultivos comerciais. A obtencdo de plantas com sistema radicular
pequeno induz a acamamento das mesmas, o que de fato ndo € interessante para a atividade
agricola, visto que aumenta gastos com colheita e reduz a qualidade do produto final.

Extratos aquosos de leucena podem reduzir a germinagdo e emergéncia de milho, bem
como a reducdo do crescimento de raizes, divisdo mitdtica, aumento da atividade da
peroxidase nas raizes, induzindo ao espessamento das mesmas (PIRES et al., 2001). Afirma-
se ainda que a L-mimosina é capaz de interferir de maneira significativa na taxa de
alongamento das cadeias de &4cidos nucleicos, no momento da replicacio do DNA e na
transcricao de RNA, o que pode impedir ou dificultar a multiplicacao de células e a producao

de proteinas pelo organismo afetado. Seus efeitos sdo ocasionados por interferéncia nos
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periodos G1 e S do ciclo celular, o que dificulta a continuidade da divisdo celular (KALEJTA;
HAMLIN, 1997).

Assim como a morte de raizes, o estiolamento das plantulas € uma caracteristica pouco
interessante quando se trata de cultivos comerciais. O extrato de leucena utilizado induziu as
plantulas de feijoeiro ao estiolamento nas concentracdes mais baixas (Figura 2). Nas
concentracdoes mais altas, apesar de ainda ocorrer, foi menos marcante, provavelmente em
virtude de outros danos ocasionados pela L-mimosina em outras partes da planta. Isso pode
ter acontecido devido aos altos teores de N e compostos nitrogenados em folhas de
leguminosa, como a leucena. Garcia et al. (1995) relatam teores expressivos de compostos em
folhas de leucena como 4,15% de nitrogénio, 29,2% de proteina bruta e 4,3% de L-mimosina.
Ha relatos de até 8% de L-mimosina em tecido foliar, segundo os mesmos autores. Altas
concentracdes de N no meio induzem ao crescimento dos tecidos de maneira rdpida, com
pouco investimento em paredes celulares, o que torna esses tecidos vulnerdveis a quebra e
ataque de patdgenos.

De maneira abrangente, foi possivel observar e quantificar a influéncia do extrato
aquoso de Leucaena leucocephala rico em L-mimosina sobre as plantulas de feijoeiro. E de
especial importancia a adequagdo da dose a ser aplicada, a fim de evitar a ocorréncia de
anomalias morfoldgicas em plantulas desta cultura e assim obter os beneficios do uso da L-
mimosina. O estudo dos efeitos desta substdncia nas espécies comumente encontradas na
comunidade infestante de cultivos de feijao também se faz necessério, a fim de garantir sua

utilizacdo efetiva para o controle dessas plantas indesejadas.
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CONCLUSOES

O controle de tombamento de plantulas de tomateiro pelo uso de extratos ricos em L-
mimosina mostra-se interessante e viavel, semelhante a outras alternativas ao controle
quimico.

Os extratos de Leucaena leucocephala ricos em L-mimosina possuem pequeno efeito
negativo sobre o processo de emergéncia de plantulas de feijoeiro e fedegoso, tendo
algum efeito em caracteristicas relativas a dispersdo da emergéncia no tempo;

Os extratos ricos em L-mimosina foram capazes de gerar anomalias morfoldgicas em
plantulas de feijoeiro, capazes de dificultar ou impedir o estabelecimento das plantulas

afetadas no campo.



