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RESUMO

A espécieMemora peregrinaMiers) Sandwith (Bignoniaceae), popularmente eaida como
ciganinha, € nativa dos Cerrados de Mato GrosssutioMato Grosso, Goias e Minas Gerais. No
seu ambiente natural a ocorréncia desta plantpatses restrita a clareiras. Em areas desmatadas,
cujo manejo ndo é feito corretamente, para formagéopastagens, esta espécie aparece
competindo com forrageiras, chegando a dificultpastagem de bovinos, pois floresce, frutifica

e produz sementes o ano todo. Os pecuaristas ger@nutilizam a poda mecanica para o
controle da espécie; entretanto, este método alinainparte aérea e fragmenta o sistema
subterraneo, estimulando o desenvolvimento destat@s, bem como disseminando propagulos
de reproducado vegetativa, tornando a espécie roaipetitiva, pois permite a ocupacao da area
manejada em curto espaco de tempo. O objetivo demalho foi acompanhar a taxa de
crescimento, a producdo de proteinas solUveissteta atividade das enzim@sl,3 glucanase,
peroxidase e fenilalanina amoénia-liase em folhasinditviduos podados e ndo podados de
M.peregrinaem duas areas do Mato Grosso do Sul, com altodganfestacdo por esta espécie,
com a finalidade de verificar o impacto da injuriacanica sobre a sintese de proteinas de defesa.
Os individuos deMemora peregrinasubmetidos a poda mecéanica apresentaram uma tag#r

de crescimento do que os individuos ndo podadosnebas as areas estudadas, corroborando os
resultados obtidos por outros autores. Os teorg@sadeinas sollveis e a atividade das peroxidases
nos pHs 5,0, 7,0 e 8,6 foram maiores nas folhasnmibgiduos podados d&l.peregrinado que

nos individuos ndo podados, durante alguns periaplds a poda, que foram diferentes para cada
grupo de macromoléculas analisadas. E sugeridasuariacdes observadas na atividade das
peroxidases de folhas de individuos podadosVideeregrina pode ser uma resposta a poda
mecanica (aumento das peroxidases basicas e nebgascomo o resultado da participacdo das
mesmas nos processos de crescimento (aumentordaglpees acidas). A atividade das enzimas
B-1,3-glucanase e da fenilalanina-amoénia-liase émedhante entre individuos dé.peregrina
podados e ndo podados, indicando que a poda maadiicé um fator indutor destes processos
de defesa nesta espécie.

Palavras-chave: ciganinha; proteinas solUveisstotanilalanina aménia-liase; peroxidaBet,3-

glucanase, Cerrado, pastagens
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ABSTRACT

Defense proteins in leaves dflemora peregrinaMiers) Sandwith (Bignoniaceae) - A pasture
invader species —Memora peregrina(Miers) Sandwith (Bignoniaceae), locally known as
‘ciganinha’, is a plant native to the Cerrado lamdshe states of Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goias, and Minas Gerais, in Brazil. It gga@parsely in its natural environment and is
restricted to forest clearings. In poorly manageshs cleared for pastufd, peregrinacompetes
with forage species to the point of restrictingzgng cattle herds, owing to its ability to produce
flowers, fruits, and seeds year-round. Mechanicahing, much used by cattle ranchers to control
the spread of the species, eliminates aerial pértise plant but, by fragmenting its subterranean
system, stimulates growth of this structure, initald to disseminating propagules (vegetative
reproduction), making the species more competitind allowing it to infest managed areas in
short periods. The purpose of this study was tosomeagrowth rate, total soluble protein
production, and activity of the enzymsl,3-glucanase, peroxidase and phenylalanine anamoni
lyase in leaves of pruned and no pruned specimeNt peregrinain two areas of Mato Grosso
do Sul State highly infested by this species, ik aim of evaluating the impact of mechanical
injury on the synthesis of defense proteins. Irhkareas, growth rates were higher in specimens
subjected to mechanical pruning than in intact tslaa finding that corroborates results of
previous investigations. In some periods after prginsoluble protein content and peroxidase
activity at pH 5.0, 7.0, and 8.6 were higher inviesaof pruned specimens, although differed by
macromolecule group. These findings suggest thaatians in peroxidase activity in leaves of
pruned specimens ofl. peregrinamay be a response to mechanical pruning (an isergabasic
and neutral peroxidases) and result from the ridgenl by these compounds in growth processes
(an increase in acidic peroxidases). The activitp-t,3-glucanase and phenylalanine ammonia-
lyase was similar in both pruned and intact spengnelemonstrating that mechanical pruning

does not induce these defense mechanisms in theespevestigated.

Keywords: ciganinha; total soluble protein; phetgiéne ammonia-lyase; peroxidagg:l,3-

glucanase; Cerrado; pastures



1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Plantas Invasoras

Ambientes alterados pela acdo do homem podem tgrocesso de degradacao que muitas
vezes resulta na invasdo por espécies vegetaestsdg. Uma vez que ainda ndo existem fatores
controladores efetivos de crescimento e de popefagstas espécies tendem a se tornar invasoras
de areas degradadas, resultando em prejuizos emmsoenambientais (Radford e Cousens, 2000;
Ghini e Bettiol, 2000).

A Sociedade Americana de Plantas Invasoras defime espécie invasora como qualquer
planta que interfira nas atividades ou no bem eaftarseres vivos (Bootkt al, 2003). Crawley
(1997) reconheceu as dificuldades em se definir espg&cie invasora e sugere que uma planta so
sera assim considerada se sua presenca estivea deinum nivel especifico. Essa afirmacao
introduziu um novo problema: como determinar taigeis de presenca. Por outro lado essa
definicAo reconhece que uma espécie é incluidaategaria de invasora em circunstancias
especificas, arbitrariamente baseada nas percepgfiemas e que, uma determinada espécie pode
nao ser considerada como invasora em todas ag@atia

Para Midgleyet al. (2003) uma planta invasora € uma espécie nativantoaduzida que
causa uma alteracdo ecoldgica ou um efeito ecombmegativo em sistemas agrondmicos ou
naturais. Os termos ‘daninha’, ‘invasora’ e ‘cokadora’ tém sido utilizados muitas vezes, de
maneira conflitante. A distincdo entre os termtms&tante sutil e resultante de diferentes pontos de
vista. De acordo com Rejmanek (1999) as plantasnkas interferem negativamente na vida
humana (visdo agrondmica), as colonizadoras saciespque se estabelecem com sucesso apds
um disturbio (visdo ecoldgica) e as invasoras sf®las introduzidas em uhmabitat ndo nativo
(visdo biogeografica ou fitossociologica). Existeausuperposicdo substancial entre estes termos.
Uma espécie pode ser enquadrada em uma dessawieateg em todas elas.

Baker (1965) listou uma série de caracteristicaseimtes das invasoras (Quadro 1). Por
outro lado, para cada atributo pode-se encontregg@o. Espécies podem apresentar uma ou outra
dessas caracteristicas e ndo serem invasoras dereéiv essas caracteristicas, e serem invasoras.
Além disso, um grupo de caracteristicas ndo padess&lo para predizer a invasividade ou sucesso
da invasdo. Além das caracteristicas da espécpecasiaridades da comunidade, a interagdo entre
a planta e a comunidade, bem como as mudancasr@mpeterminardo se uma espécie sera bem

sucedida ou ndo, como invasora (Lodge, 1993; Hebithsmphries, 1995).



Quadro 1: Caracteristicas frequentemente eradag em espécies invasoras (Baker, 1965)

o Germinagdo em uma grande variedade de condi¢Oasraaib;

0 Sementes duradouras, com controle interno paraigggéo descontinua;

0 Rapido crescimento vegetativo durante o estagialflo

Autocompativel, mas ndo completamente autbgampaomitica,;

Polinizacdo cruzada (quando presente) pelo veniosetos generalistas;

Producao continua de sementes durante o crescimel@senvolvimento;

Producado de sementes em condi¢cdes ambientais at@apaiaveis;

Alta disperséo de sementes em condi¢cdes ambiéataigiveis;

Propéagulos (sementes) adaptados para disperséia & donga distancia;

Quando perene, tem uma alta taxa de reproducéatavegeou regeneracao por fragmentos;

Quando perene, seus ramos séo facilmente fragnesntsehdo dificil arranca-la da terra;

o| O] ©l O] ©Of ©|] ©O| ©| ©

Forte potencial para competir interespecificameniz,alelopatia, rapido crescimento ou outros

mecanismos de competicao.

E consenso entre os estudiosos do assunto quebpaedas no ambiente potencializam a
disperséo e o estabelecimento de invasoras, ekpenta apds a reducdo da diversidade original
por extingdo de espécies ou por superexploracawlif@pet al, 1997; Macket al, 2000). Tais
perturbacdes podem ser naturais, como incéndi@ashventos e terremotos, ou antropicas, em
funcdo de desmatamentos, queimadas, uso para @ulage, pastagens e outras formas de
ocupacdo. A recorréncia de perturbagcdes no meioieateb aumenta a susceptibilidade das
comunidades a invasao (Randall e Marinelli, 1996h&dson, 1999).

Segundo Grime (1974) sdo dois os fatores externesatptam a quantidade e a qualidade
das espécies vegetais existentes em um dado e¢epssi®stresse e perturbacdo. O estresse inclui
os fenbmenos ambientais que reduzem a intensidaddsa, a disponibilidade de &agua, de
nutrientes ou temperatura 6tima, entre outros. Augeacdo € a auséncia, parcial ou total, da
biomassa vegetal, tipicamente causada por fogaasherosdo, aragem, pasto, entre outros.
Considerando os niveis de estresse e perturbagdemps ter quatro combinagdes, que terdo como
resultado diferentes tipos de vegetacdes (Quadro 2)

Quadro 2: Combinagfes entre estresse e perturf@gace 1974)

0 Sob alto estresse e alta perturbacéo: auséncieggtagao

0 Sob alto estresse e baixa perturbagdo: desenvaltonde uma populacdo de plantas tolerantes ao

estresse

0 Sob baixo estresse e alta perturbacéo: estabelgcime plantas ruderais

0 Sob baixo estresse e baixa perturbacdo: domindaa@apécies altamente competitivas
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Quando uma espécie se torna invasora em um locagsninteracfes e circunstancias
experimentadas pelo invasor podem influenciar tantb sucesso presencial, quanto na
biodiversidade nativa, que indiretamente influerémanas interacbes competitivas e nos efeitos das
condicOes bidticas e abidticas (Mitchell, 1972)stBgens, terrenos periodicamente encharcados,
terrenos que sofrem eroséo e terras araveis saeraesque frequentemente sdo dominados por
essas plantas (Naylor, 2000).

A invasdo por espécies vegetais exoticas ou naévas fendmeno global caracterizado
como um problema critico para a conservacdo e matejmuitos ecossistemas (Sudetgal.
2004). As espécies invasoras ameacam a integridldéstemas agricolas e naturais ao longo do
mundo (Callaway e Aschehoug, 2000), deslocandmasicidades locais de plantas (Batsal.,
2003), principalmente como resultado do aumentcatigglades antropicas (Muller-Schasdral.,
2004). As espécies invasoras podem afetar as edsditias ecoldgicas fundamentais, tais como
espécie dominante na comunidade e caracterisigiaad, ciclo de nutrientes e produtividade do
ecossistema (Mackt al., 2000), tendo-se tornado uma das mais sérias amealgmdiversidade
natural (Muller-Schéareet al.,2004). Contudo, cada espécie invasora ndao prasmigatoriamente
todas estas alteracGes, assim como existem esppmeapresentam efeitos distintos dos citados

anteriormente.

1.2Memora peregrinaMiers) Sandwith (Bignoniaceae)

M. peregring popularmente conhecida como ciganinha, nativa ckrsados (sentido
restrito) de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Geiddlinas Gerais (Nunes, 1999a). No seu
ambiente natural a ocorréncia desta planta é espadrita as clareiras. Em areas desmatadas para
formacéao de pastagens, cujo manejo néo é feitetaonente, a espécie compete com forrageiras, se
alastrando, formando arbustos que crescem tanticalerente quanto horizontalmente, ocupando o
espacgo onde antes havia o pasto, impedindo o erest de gramineas e dificultando a pastagem
de bovinos. O génemdlemora(sin. Pleonotoma é constituido por 72 espécies, dentro da familia
Bignoniaceae (Juss.) (APG IlI, 2003) (Lorenzi e $9uU®95; Lorenzi, 2000). Segundo o inventario
botanico realizado por Pott e Pott (2000), existemta de 562 espécies de plantas invasoras de
pastagens nos cerrados da regido Centro-Oesteadd, Bestando a ciganinha entre as 42 principais
espécies de invasoras. Nas &reas desmatadas pasgdo de pastos, com o tempo e 0 avancgo da
degradacéo, ela se instala, competindo com a fireag proliferando rapidamente (Nunes, 1999b).

E uma espécie arbustiva entouceirada, tendo emamiédl cm de altura; as folhas sdo
compostas, imparipinadas e coriaceas; as florearsa@oelas; os frutos sdo capsulares, deiscentes e
achatados com 20 centimetros comprimento e dotsnoetnos de largura, com até doze sementes
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por vagem; apresenta rizomas bem desenvolvidognpladatingir dois metros de comprimento e
seis centimetros de diametro (Nunes, 1999a), fadmama rede de caules subterraneos (Lorenzi,
2000). Como M. peregrinapossui uma rede de rizomas que pode ocupar aeaanthnhos
variaveis, é muito dificil delimitar um individu@, que dificulta ainda mais o seu manejo. E
propagada por sementes aladas, muito leves, podemmdoansportadas a grandes distancias pelo
vento (Nunes, 1999b).

A espécie também possui mecanismos de propagag@tativa, atraves de gemas latentes,
existentes tanto nos caules aéreos quanto nosrréulges, ativadas em resposta a estimulos
provocados por cortes e outras lesdes. Isso exphogoroso rebrote causado por tratos mecanicos
e a ineficacia do controle pelos métodos de cprtesocados por foice, enxadao, rocadeira e outros
(Nunes, 1999b). Tais propagulos — fragmentos deres subterraneo — tornam a planta mais
competitiva, pois permite a ocupacao da area mamejen curto espaco de tempo. Dessa maneira
M. peregrina se espalha, inibindo o desenvolvimento de gramineamo Brachiaria sp,
dificultando a pastagem de bovinos (Nueésl, 1999a). Além disso, floresce, frutifica e produz
sementes praticamente o ano todo (Nunes, 1999bprarem areas nativas a floracao e frutificacao
da espécie ocorra por no maximo sete meses, minente na estacdo chuvosa (Batalha e
Mantovani, 2000). A ocorréncia dessa planta in@s@xtremamente agressiva e de rapida
disseminacéo, ja foi notada infestando grandes @&egastagens degradadas em varios estados da
federacao, trazendo sérios prejuizos a pecuariena@d Embrapa, 1999, 2000). No estado de Mato
Grosso do Sul, observou-se a presencMdperegrinaem cerca de 70% dos municipios (Nunes,
1999Db).

1.3 Mecanismos de defesa de plantas

As plantas, em seu ambiente natural, raramentenfics®entas de danos causados por
estresses ambientais tais como o vento, a argianizo e a chuva. Uma lesdo aberta causada por
injuria mecéanica € um local potencial da infeccaoappatogenos (Johat al, 1995; Puchooa,
2004). Além disso, as plantas sdo alvo de um gramheero de organismos, pois sdo fonte
abundante de carbono e nitrogénio. Muitos fungastédnias, virus, virdides, nematodos, insetos e
mamiferos, entre outros, sdo capazes de causagadoen injurias (por pastejo) em plantas (Johal
et al, 1995).

A resisténcia em plantas se deve a mecanismosfelgadgue podem ser divididos em duas
categorias: defesas passivas e resisténcia atvdefesas passivas sdo formadas pela presenca de
fatores de protecdo constitutivos que podem s&o§istais como a parede celular, espagos
intercelulares e xilema, presenca de ceras e tati@ quimicos, tais como inibidores da
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germinacao de esporos, inibidores de polissacasdasproteases ou compostos com acao toxica
sobre o organismo invasor (Hammond-Kosack e JQO€€).

A resisténcia ativa ocorre somente em respostaatantativa de invasao do hospedeiro,
envolvendo respostas fisicas e quimicas, ferimemesanicos (Yahraust al, 1995), resposta ao
estresse (Zhaat al, 2005), entre outros. As primeiras incluem a fagéo de estruturas
histologicas e celulares de defesa, tais como casndel cortica, tiloses, gomas ou espessamento da
parede celular pela deposicdo de calose (Hammosddkoe Jones, 2000). Dentre as respostas
guimicas estdo a sintese e/ou ativacao de compiestolgcos, formacéo de substratos resistentes,
detoxificacdo de toxinas, entre outras (Agrios,8towles, 1990; Johat al, 1995; Christensen
et al, 2002).

A inducdo de mecanismos de defesa em plantas poaleeo pela presenca de fatores
bidticos ou abidticos. Defesas induzidas por henoiy envolvem o reconhecimento mutuo entre o
hospedeiro e o invasor. Este processo implicaawatde sinais quimicos originarios do vegetal
e/ou do herbivoro. Esta troca de sinais pode wgsuld ativacdo génica para producdo de
metabdlitos toxicos ao organismo invasor, bem coefor¢o das defesas estruturais. Estes sinais
guimicos, em geral carboidratos de baixa massacuoiale juntamente com outros constituintes
celulares, tais como glicoproteinas, peptideo&ldips e compostos do metabolismo secundario séo
denominados eliciadores bidticos. Além destesosabmpostos inorganicos, incluindo AghO
HgClhL, CuSQ e fatores fisicos como injaria mecanica, irradiacgdltra-violeta, poda e
congelamento podem estimular processos de defesmaicqa e fisicos e sdo chamados de
eliciadores abioticos (Hargraves, 1979; Darvilllbeksheim, 1984; Darvikt al, 1992).

Stock e colaboradores (1993) sugerem que o pas@jsjderado como um tipo de poda,
leva a uma alocacdo de carbono para defesas qainNcaestudo os autores observaram um
aumento na concentracdo de polifendis totais exdaanem resposta a uma simulacdo de pastejo
(poda) em trés espécies de arbustos da savananafrbioma karoo). Individuos ddicotiana
sylvestris submetidos a injuria mecanica (retirada de folhas)duziram quatro vezes mais
alcaldides do que os individuos controle (sem iajarecanica) e apresentaram uma concentracdo
destes compostos dez vezes maior no xilema, indticgne o aumento na producéo de alcaloides
ocorreu nas raizes (Baldwin, 1989).

Karban e Myers (1989) em uma extensa revisao sokeanismos de defesa em plantas
mostraram que a poda é indutora de defesas quin@cdaros trabalhos também apontam a poda
mecanica ou causada por herbivoros como um fatporiante de inducdo de defesas fisicas e
guimicag(Heil et al, 2001; Federlet al, 2002; Heil e McKey, 2003).

Assim, em geral, as plantas submetidas a algum dgoestresse bidtico ou abiotico
apresentam um aumento na sintese de proteinaseda.deentre as familias de proteinas de defesa
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mais amplamente difundidas no Reino Vegetal estioguatinases, glucanases, peroxidases,
fenilalanina amonia-liases e inibidores de proted¥@n Loon, 1994; Sarmet al, 1998; Sanchez
et al, 2000; Tiaret al, 2006).

1.3.1 Proteinas de Defesa

As defesas quimicas em plantas incluem um comp&senal de moléculas tanto do
metabolismo primario como secundario. Neste cepasoproteinas desempenham varios papéis
fundamentais para a sobrevivéncia da planta. A maagtos trabalhos nesta area € voltada para as
defesas contra patdégenos e herbivoros. As reagdesipgrsensibilidade a patdégenos sao o0s
mecanismos mais eficientes de inducdo de numegeuss codificadores de proteinas de defesa.
Estas proteinas incluem: 1) proteinas estruturaes $fio incorporadas a matriz extracelular e
participam do confinamento do patdgeno; 2) enzimdsoliticas do metabolismo secundario e 3)
proteinas PR pathogenesis relatedproteinas relacionadas a defesa) as quais repaeseas
principais mudancas quantitativas nas proteinas/e durante a resposta de defesa (Stattal,
1993).

As proteinas PR apresentam propriedades fisicoigagngue as tornam resistentes ao pH
acido e clivagem proteolitica, capacitando-as stiea desnaturacdo em regides celulares inospitas
como compartimentos vacuolares, paredes celularespacos intercelulares. Desde as primeiras
descobertas das proteinas PR em tabaco (Stin&di, 1993; Benhamou, 1995), muitas proteinas
similares foram isoladas de outras espécies, mitumono e eudicotiledonias.

Baseada primeiramente nas propriedades sorologicanais tarde na sequéncia de
aminoacidos, as proteinas PR sdo atualmente @aslsif em cinco grandes grupos. O grupo PR-1
contém as primeiras PRs descobertas com massautaoleotre 15 e 17 KDa, cujas atividades
biologicas sdo ainda desconhecidas, mas alguns roemfostraram, em descobertas recentes,
atividade antifungica (Rivieret al,, 2008).

O grupo PR-2 contém trés classes estruturalmerstintds def3 1,3-glucanases, com
representantes acidos e basicos, com atividadesisps e substratos bastante diferentes. Varios
fatores de estresse, além da tentativa de invasaipgos, induzem o aumento da atividadgde
1,3-glucanases (Kengt al.,1999). Sdo enzimas responsaveis pela degradagfiocd@mos, um dos
principais constituintes de paredes celulares dgdsi (Sela-Buurlaget al, 1993; Van Loon e Van
Strien, 1999). Dessa maneira contribuem para andigdo ou inibicdo do crescimento de
patogenos (Stintat al, 1993). Sua presenca tem sido registrada em andgmumero de espécies
vegetais (Costa e Magnusson, 2003). A presencariieentos nas plantas causa a deposicdb de

1,3-glucano na parede celular na forma de calgsespodem ser provenientes dos mecanismos de
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protecdo. Consequentemente, parte do ferimentohéade ou limitado e a invasédo do patogeno &
restringida (Morohashi e Matsushima, 2000).

As proteinas do grupo PR-3 consistem de véariasngsés e lisozimas, que dentro de trés
subclasses distintas, sdo vacuolares ou extramgulalgumas delas, sozinhas ou em combinacao
com asp-1,3-glucanases mostraram atividade antifungicaitro e in vivo, provavelmente por
hidrolise dos componentes estruturais das paredaiaies dos fungos (Gozzo, 2003).

O grupo PR-4 é o menos estudado e em tabaco captétro membros de 13 a 14 KDa,
com funcdes e atividades ainda desconhecidas. @ gR-5 contém membros acidicos-neutros e
muitos membros com ponto isoelétrico basico, cormalipacdo extracelular e vacuolar,
respectivamente e todos os membros mostram seqaé&igiilares as taumatinas. Varios membros
do grupo PR-5 de tabaco e de outras espécies igegatatraram alta capacidade de inibicdo do
crescimento de hifas e da germinacdo de esporovadas espécies de fungas vitro,
provavelmente por um mecanismo de permeabilizagdémembranas (Van Loon e Van Strien,
1999; Margis-Pinheiret al, 1999; Durrant e Dong, 2004). Liu e colaborad¢2€98) realizaram a
analise funcional de genes de proteinas denomirfadasfinger”, que incluem proteinas PR dos
grupos 1, 2 3 e 5. Os autores mostraram que aviddae proteinas desempenha papéis-chave na
regulacdo dos processos de crescimento/desenvoldimsinalizacdo hormonal e respostas a
estresses bidgticos e abidticos em plantas.

Além das proteinas PR, existem outros grupos emiziosaresponsaveis pela sintese de
compostos do metabolismo secundario que estdo \edaslem processos complexos que, em
muitos casos, levam a respostas de hipersensd®lidam consequente morte celular. Dentre elas
as fenilalanina amonia-liases (PAL) e as peroxslasempenham funcdes importantes, e estado
presentes na maioria das angiospermas. A enzitha&talisa a primeira de uma série de reacdes
metabdlicas que gera inumeros produtos naturaisadas em fenilpropandides (Smith e Banks,
1986; Gayoset al, 2004; Weret al, 2005), incluindo a lignina (Hahlbrock e Schd&€I89), certos
pigmentos e protetores contra luz ultravioletaféddpropanoides, compostos formados a partir da
estrutura do hidrocarboneto fenilpropano, sao itapbdes no crescimento vegetal, mas também
atuam na protecao contra estresses ambientais(i€btial, 1994; Dixon e Paiva, 1995; Cheag
al., 2001). Seu metabolismo em plantas superioresigoassociado a regulacdo do crescimento,
resisténcia a doencas e luz ultravioleta, a atvad@ genes pelas bactérias do género
Agrobacteriume sintese de componentes da parede celular vg@atale Narasu, 2000). A
producdo desta enzima € regulada durante o crastinvegetal, mas é também induzida por
patégenos, injuria mecéanica, contaminacao por mig@sados, luz e reguladores de crescimento
(Margis-Pinheircet al, 1993; Soylu, 2006).
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Peroxidases sdo enzimas que respondem a estrissses, fquimicos e biologicos (Piea
al., 2003). Convertem fenois em quinonas, sendo ct@s elltimas tém a capacidade de se
complexar com proteinas tornando-as bioindisposiv®luitas quinonas apresentam atividade
toxica para fungos e bactérias e sdo antinutrigopara insetos (Castillet al, 1984; Quirogaet
al., 2000). Alem disso, as peroxidases estdo enasdvih producédo de espécies ativas de oxigénio,
aumentando a producao de radicais livres nas séhalgetais infectadas, como também participam
ativamente na sintese de lignina, aumentando ecrefda parede celular nas defesas estruturais
(Margis-Pinheiroet al, 1999; Labanca, 2002; Zhab al, 2005) e promovendo a cicatrizacdo de
ferimentos (Kao, 2003; Campesal, 2004).

Vérios estudos tém demonstrado que as plantasgrossecanismos para producéo dé O
gue envolvem enzimas com atividade semelhante &ARRPH oxidase, analoga as enzimas
detectadas em neutréfilos de mamiferos.“Op@duzido é rapidamente convertido em peréxido de
hidrogénio (HO,) pela acdo da superoxido dismutase ou ndo enzenadnte (Murphy e Auh,
1996). Tanto & como HO, sdo moderadamente reativos, podendo ser posteritgroenvertidos
em formas mais reativas, que podem atacar diretemes acidos graxos de membrana,
convertendo-os em peroxidos de lipideos. Uma vez egpties radicais livres consigam entrar no
citoplasma em concentracfes suficientes para acangicleo da planta ou do microrganismo
invasor, poderdo causar fragmentacdo do DNA atacasths biomoléculas em sitios especificos
(Bent, 1996).

1.3.2 Dinamica do metabolismo protéico eml. peregrina

Estudos da composicdo bioquimica Ne peregrina indicaram a presenca de altas
concentracfes de proteina total nas folhas (Mattlpn2001). Observou-se também que o caule
subterraneo armazena grandes quantidades de akiiteica de 17% do peso seco), o que pode
fazer parte das estratégias utilizadas por estécespara seu estabelecimento como invasora
(Grassiet al, 2005).

Marchetti (2006) efetuou estudos sobre a dindmieacampostos nitrogenados dé
peregrina ap6s a poda. Foram quantificadas as concentragéeblH,” livre, proteina total
aminoéacidos livres totais, ureideos (alantoinaidoaalant6ico) e nitrogénio total em individuos
podados e ndo podados. O N total foi em média 3@#6rmmos rizomas e folhas de individuos
podados, indicando um aumento do metabolismo geratompostos nitrogenados. Os rizomas
apresentaram cerca de 20 vezes maig NHaminoacidos que as folhas e estas cerca deoquatr
vezes mais proteina e ureideos que 0s rizomasfandst uma intensa translocacédo de formas
nitrogenadas nos individuos podados. Os resultadgerem que a espécie é resistente ao efeito
toxico do NH,". O teor de aminoéacidos dos rizomas permaneceudardasindicando um processo
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de reciclagem continua pela planta. Os ureide@® esnh menor concentracdo nos rizomas dos
individuos podados, sugerindo uma intensificacaatiiaacdo destes compostos para producgéo de
tecidos apos a poda.

Tendo em vista qukl. peregrinadesloca uma grande quantidade de proteinas esasetl
caule subterrdneo para a parte aérea apos corémime¢Marchetti, 2006), o presente trabalho tem
como objetivos quantificar proteinas de defesa elna$ desta espécie a partir de individuos
podados e ndo podados. Os resultados poderdobconpara o entendimento do comportamento

de invasora apresentado pela espécie.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral
» Verificar qualitativamente e quantitativamente asgnca das proteinas de defdsd,8
glucanases, fenilalanina amoénia-liase e peroxiflases folhas de individuos dé.
peregrinasubmetidos a poda mecanica e comparar com indisidontrole (ndo podados).
Verificar se ha diferencas na taxa de crescimeatmmdividuos podados e ndo podados de

M. peregrina

2.2 Especificos

 Acompanhar a taxa de crescimento de individuosquxsla ndo podados d& peregrina
durante sete meses (intervalo entre as épocascdeeseheia), na area dos Correios e
Telégrafos, no municipio de Campo Grande (MS) €amenda Tapioca, no municipio de
Rochedo (MS);

* Auvaliar a presenca e quantificar o conteudo deefmas totais em folhas jovens e adultas de
individuos podados e ndo podadodveeregrina

* Quantificar as atividades de proteinas das praeipalefesd-1,3-glucanases, fenilalanina
amonia-liase (PAL), e peroxidases (POD) nas folhas;

* Relacionar a taxa de crescimento de individuos gimsla ndo podados & peregrinacom

os dados obtidos na quantificacdo de proteinagidsal
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ABSTRACT

Memora peregringMiers) Sandwith (Bignoniaceae), locally known'@ganinha’, is a plant
native to the Cerrado lands in Brazil. It growsrsply in its natural environment and is
restricted to forest clearing$/. peregrinacompetes with forage species to the point of
restricting grazing cattle herds. Mechanical prgnimuch used by cattle ranchers to control
the spread of the species, eliminates aerial pafrtshe plant but, by fragmenting its
subterranean system, stimulates growth of thisciira, making the species more
competitive. The purpose of this study was to meagwowth rate, total soluble protein
production, and activity of the enzym@sl,3-glucanase, peroxidase, phenylalanine ammonia-
lyase in leaves of pruned and nonpruned specimemé. @eregrinain two areas of Mato
Grosso do Sul State highly infested by this spedcigth the aim of evaluating the impact of
mechanical injury on the synthesis of defense prsteln both areas, growth rates were
higher in specimens subjected to mechanical pruthiag in intact plants, a finding that
corroborates results of previous investigationssdme periods after pruning, soluble protein
content and peroxidase activity at pH 5.0, 7.0, 8l were higher in leaves of pruned
specimens, although differed by macromolecule grdinese findings suggest that variations
in peroxidase activity in leaves of pruned specisnehiM. peregrinamay be a response to
mechanical pruning (an increase in basic and nepé&xidases) and result from the role
played by these compounds in growth processesn@medse in acidic peroxidases). The
activity of f-1,3-glucanase and phenylalanine ammonia-lyaseswatar in both pruned and
intact specimens, demonstrating that mechanicahipgudoes not induce these defense
mechanisms in the species investigated.

RESUMO

Proteinas de Defesa em Folhas ddemora peregrina(Miers) Sandwith (Bignoniaceae) —
uma Espécie Invasora de Pastagens A espécieMemora peregrina(Miers) Sandwith
(Bignoniaceae), popularmente conhecida como cifgjani® nativa dos Cerrados. No seu
ambiente natural a ocorréncia desta planta é espastrita a clareiras. Em areas desmatadas,
para formacdo de pastagens, esta espécie aparapetowlo com forrageiras, chegando a
dificultar a pastagem de bovinos. Os pecuaristeagente utilizam a poda mecéanica para o
controle da espécie; entretanto, este método dimirparte aérea e fragmenta o sistema
subterrédneo, estimulando o desenvolvimento destait@®, tornando a espécie mais
competitiva. O objetivo deste trabalho foi acomardn taxa de crescimento, a producdo de
proteinas sollveis totais e a atividade das enzdrig8 glucanase, peroxidase e fenilalanina
amonia-liase em folhas de individuos podados epodados dé/l. peregrinaem duas areas

do Mato Grosso do Sul, com alto grau de infestau@ioesta espécie, com a finalidade de
verificar o impacto da injuria mecanica sobre desi@ de proteinas de defesa. Os individuos
de Memora peregrinasubmetidos a poda mecanica apresentaram uma redar de
crescimento do que os individuos ndo podados, doasas areas estudadas, corroborando os
resultados obtidos por outros autores. Os teoreprdieinas solUveis e a atividade das
peroxidases nos pHs 5,0, 7,0 e 8,6 foram maioresfaihas nos individuos podados de
M.peregrinado que nos individuos ndo podados, durante algarisdos apés a poda, que
foram diferentes para cada grupo de macromoléamalisadas. E sugerido que as variacbes
observadas na atividade das peroxidases de fokhasdd/iduos podados dd.peregrina
pode ser uma resposta a poda mecanica (aumentoedaddases basicas e neutras), bem
como o resultado da participacdo das mesmas naggsws de crescimento (aumento das
peroxidases acidas). A atividade das enzifrds3-glucanase e da fenilalanina-amoénia-liase
foi semelhante entre individuos Meperegrinapodados e néo podados, indicando que a poda
mecéanica ndo é um fator indutor destes processdsfdsa nesta espécie.
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INTRODUCAO

Ambientes alterados pela agcdo do homem, e primagrge aqueles em que 0 manejo
é feito inadequadamente, podem sofrer um processtegradacdo que muitas vezes resulta
na invasao por espécies vegetais silvestres. Umguendo existam fatores controladores de
crescimento e de populacdo, presentes nos ecosassteaturais em equilibrio, estas espécies
tendem a se tornar invasoras de areas degradasa#tando em prejuizos econdmicos e
ambientais graves (Radford & Cousens, 2000; GhiBietiol, 2000).

Muitos estudiosos concordam que nao existem padpde relacionem efetivamente o
estabelecimento de espécies invasoras (Kolar & ¢od01). No entanto, algumas
caracteristicas tém sido encontradas e incluera: cpacidade de reproducdo vegetativa,
tendéncia a possuirem sementes pequenas e nhumesm#acdes morfologicas e
fisiol6gicas a ambientes especializados, sistermalinares subterrdneos, grande resisténcia a
herbivora, alta longevidade no solo, crescimenpidcg atividade alelopatica, entre outras
(Rejmanek, 1999; Radford & Cousens, 2000).

Memora peregringMiers) Sandwith (Bignoniaceae), espécie arbusteailenhosa e
entouceirada, apresentando um porte médio de 150demaltura e rizomas bem
desenvolvidos, formando uma rede de caules sub&msa(Lorenzi, 2000). Popularmente
conhecida como ciganinha, nativa dos Cerradeadqu strictpde Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goias e Minas Gerais (Nunes, 1999). Noasabiente natural a ocorréncia desta
planta é esparsa, restrita as clareiras. Chinperegrinapossui uma rede de rizomas que
pode ocupar areas de tamanhos variaveis, é mditl dielimitar um individuo, o que
dificulta ainda mais o seu manejo. Em areas deslastaara formacéo de pastagens, aparece
competindo com as forrageiras. Os pecuaristasrgera utilizam rocadeiras para o controle
da espécie. Entretanto, este método elimina a péarea e fragmenta o sistema subterraneo,

estimulando o desenvolvimento dos rizomas. Desseaeimn@aM. peregrina se espalha,
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inibindo o desenvolvimento de gramineas e dificulta a pastagem de bovinos (Nunes,
1999).

A ocorréncia deM. peregrinacomo invasora de pastagens ja foi verificada eyural
estados brasileiros, como Minas Gerais e Parantdgda a regido Centro-Oeste. No Mato
Grosso do Sul, sua presenga como invasora jadwtrada em cerca de 70% dos municipios,
sendo que em algumas regides inviabilizou variaasade pastagens, e até propriedades
inteiras, em decorréncia dos elevados niveis @stafdo e do alto custo para sua erradicacao
(Nunes, 1999).

Estudos da composicdo bioquimica Ma peregrinaindicaram a presenca de altas
concentracdes de proteina em folhas jovens (Matiipri2001). Marchetti (2006) observou
um aumento na quantidade de proteinas totais Hesf(cerca de 20%), e uma queda na taxa
de alantoina dos caules subterraneos, apos podanitec

Em geral, plantas submetidas a algum tipo de sstigi$tico ou abidtico apresentam
um aumento na sintese de proteinas de defesaelzentamilias de proteinas de defesa mais
amplamente difundidas no Reino Vegetal estdo pek3-glucanases, peroxidases e
fenilalanina aménia-liases (Sancheal, 2000; Tiaret al, 2006).

Karban & Myers (1989) em uma extensa revisdo soteeanismos de defesa em
plantas mostraram que a poda € indutora de defpdasicas. Outros trabalhos também
apontam a poda mecéanica ou causada por herbivamos @wm fator importante de inducéo de
defesas fisicas e quimicas (Fedesteal, 2002; Heil & McKey, 2003). Neste trabalho
avaliou-se o efeito da poda mecéanica dos caulesoséte individuos d&l. peregrina
presentes em uma area de pastagem e em uma dogézana, sobre a taxa de crescimento, a
presenca e quantidade de proteinas de defesa kas,fal saber, glucanases, peroxidases e

fenilalanina amoOnia-liases.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Foram selecionadas duas areas avidperegrinaapresenta alta concentracao: uma no
municipio de Campo Grande (20°25'37,6"S; 54°35'04)5de propriedade de uma
Instituicdo Federal (Correios e Telégrafos), eauat Municipio de Rochedo (20°15'18,7"S;
54°47°'49,3"0) na Fazenda Taipoca, ambas em Mate€erdo Sul — Brasil. O critério para a
escolha dessas areas foi baseado na distribuig@oferma reprodutiva da espécie. Nesse
altimo critério, as plantas de Campo Grande saandes de bancos de sementes. Em
Rochedo as plantas foram formadas a partir da teelo® caules subterraneos presentes em
uma &rea de pastagem.

Material vegetal

Um total de 40 individuos dd. peregrinaforam selecionados em cada arsendo
qgue na primeira coleta 20 individuos foram podadod5 cm do solo, e outros 20
permaneceram intactos, como grupo controle. Paensaios bioquimicos, folhas jovens e
adultas foram coletadas de quatro individuos paslaglcde quatro ndo podados sendo
registrada a altura de todos os individuos nos zkas (dia da poda — inicio da estacdo seca
no estado), 60, 120 e 180 dias ap0s a poda, ensaasli@eas.

Andlises de solo

Foram coletadas amostras de solo de ambas asd&esmstudo. As analises foram
realizadas no Laboratério de Analise de Solos dalédi de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Grande Dourados (Dourdd8¥, As analises foram feitas segundo
metodologias descritas por Vettori (1969) e Jack$6i6).

Preparacao dos extratos

As folhas recém-coletadas foram maceradas em atinafom nitrogénio liquido. O
po resultante foi homogeneizado com tampéo fostateddio, pH 7,0, 50 mM, contendo

EDTA 2 mM e &cido ascorbico 5 mM. O sobrenadantecioolhido e utilizado como extrato
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bruto para as dosagens descritas a seguir, sepckripitado descartado (Marques e Xavier
Filho, 1991). Os extratos foram acondicionados &C1no Laboratorio de Bioquimica da
UFMS, até o momento da analise.

Proteina total

A quantificacdo foi feita pelo método descrito @yadford (1976), pelo preparo do
reagente em laboratério. A concentracdo de protdig extratos foi determinada por
comparacao com uma curva padrao de albumina d&ridaa (BSA), por espectrofotometria,
a 594 nm de absorbancia.

Atividade peroxidasica

Foi determinada segundo Putter (1974). O sisteengedcao continha 0,96 mL de
tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0),120de pirogalol 0,1 M como substrato e Z20de
H,O,, 0,1 M. Em seguida foi realizada a leitura da difacia em 470 nm. A atividade
especifica (atividade peroxidasica/ug proteina) dgpressa em unidades de atividade
enzimética (UAE), onde uma unidade corresponddrariamente, a uma diferenca de 0,001
de absorbancia/minuiaj de proteina (Gragt al, 1996).

Atividade fenilalanina amoénia-liasica (PAL)

A atividade da PAL foi determinada de acordo coméiodo descrito por Pruslef
al. (1996), com modificagdes. Ao sobrenadante do exegmazimatico (200 mL) adicionou-se
1,2 mL de tampéo tris-HCI 0,05 M pH 8,0 contend® &M de L-fenilalanina. Foi medida a
absorbancia do meio de reacdo em 290 nm e a aeidazimatica especifica expressa em
mmoles &cido cinamico. mg protethanin™.

Atividadeg-1,3-glucanasica

A mistura de reacéo continha pD de extrato e, 10QL de tampéao acetato 50 mM
pH 5,0 contendo laminarina a 0,25%. A mistura faiubada a 40°C por 30 minutos e o
acucar redutor produzido foi determinado pelo mewescrito por Miller (1959). Foi medida

a absorbancia do meio de reacdo em 540 nm. Umadeih atividade enzimética (UAE) da
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B-1,3-glucanase foi definida como a quantidade denmeas que produziu ftmol do agucar
redutor/minuto. A atividade especifica (UAE esp)definida como a quantidade de enzimas
que produziu umol do agucar redutor/minuto/mg proteina.

Analise de dados

Para testar se a taxa de crescimento € maior emidands podados ou ndo podados,
em relagdo ao tempo apOs a poda, utilizou-se e wstvariancia ANOVA. Apesar da
distribuicdo dos dados ndo ser normal, preferiussizar o teste paramétrico, pois as
variaveis apresentaram homogeneidade nas variaReaes verificar diferencas na quantidade
de proteina total e a atividade da peroxidase émtlieiduos podados e ndo podadosiMie
peregrinautilizou-se o teste t student com nivel de sigéaificia de 0,05. Ja para testar as
diferencas das variaveis PALBeL,3-glucanase em relacdo a plantas podadas eouiolgs
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Wdytnpois os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade nas variancasnimero de amostras para cada
tratamento (podada e ndo podada) foi 12. As ansodagrimeira coleta foram descartadas
nos testes, pois os individuos ainda nao tinham pabados, portanto ndo seria possivel
medir o efeito do fator poda nestas plantas. Asasudnalises estatisticas foram realizadas

com o pacote estatistico SyStaers&o 11.0.

RESULTADOS
As analises de solo mostraram diferencas imposgaettre as duas areas estudadas. O
solo da area de Campo Grande apresenta uma banenttacdo de matéria organica
(7,3:0.9) g/dnt), possui pH &cido (5¢.2), € uma alta concentracdo de aluminio (4s9
mmole/dm®) (Tabela 1). O solo da area de Rochedo, é bem micaiem matéria organica
(14,4421 g/dnt), quando comparado com as amostras da area anfE&sui 0 pH menos
acido (6,@.0.3) e ndo apresenta aluminio em sua composicdo @adhelA area de Campo

Grande, embora pertenca a uma Instituicdo Fed&alrdios e Telégrafos), ndo esta
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submetida a nenhum tipo de manejo, e observa-semuauitos locais ocorre a invasao por
espécies exdticas ou nativas com comportamentaa@esara, como € 0 caso emora
peregrina A area de Rochedo pertence a uma fazenda de gajds, proprietarios fizeram
algum tipo e manejo do solo, como adubacdo e dwrete pH, para aumentar a
produtividade de suas pastagens.

Na area de coleta de Campo Grande, os individuakdos deM. peregrina
cresceram mais que 0s nao podados, sendo que ad&axerescimento manteve-se
praticamente constante nos periodos posteriorggiaeiro registro das alturas (60, 120 e
180 dias apds a poda) (Figura 1). Na area de adéeRochedo, somente no primeiro registro
apos a poda verificou-se que os individuos nédo gmsianostraram uma taxa de crescimento
maior que os podados. Porém no registro seguite dias apds a poda), esta se inverteu, e
no ultimo registro (180 dias apds a poda), a taxardscimento dos individuos podados foi
guase trés vezes maior do que a dos ndo podadpsg Hi).

Através das analises estatisticas, pode-se verifjoa, tanto o tempo (P= 0,000),
como a poda (P= 0,000) e a relagéo tempo x pod®,d89), tiveram influéncia sobre a taxa
de crescimento dos individuos da area de Roched®,(). O mesmo nao ocorreu na area
de Campo Grande, onde somente a poda (P= 0,00&nofou significativamente £P0,05)

a taxa de crescimento dos individuos.

As Figuras 2 e 3 mostram os dados referentes asasné&d desvios-padrédo da
concentracdo de proteinas presentes nas folhaslidéuos podados e ndo podados nas duas
areas amostradas. Por estes resultados observzes@dg houve grandes variacdes na
proteina total entre podados e ndo podados, palmegnte devido aos altos valores dos
desvios-padrdo, em ambas as areas. Andlises paasétestes t) destes dados confirmaram
ndo existir diferencas significativas na concerdtoage proteinas entre individuos podados e
nao podados nas duas areas estudadas (o valoerentefao teste t esta registrado nas

Figuras 2 e 3). Porém, ao se realizar uma andisgigtica correlacionando o tempo, a taxa
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de crescimento e a quantidade de proteinas e enziozindividuos podados e ndo podados
foi possivel obter informag¢des dos processos hinigos ocorrentes ao longo do tempo do
experimento e de forma individualizada (Figuras 8)eCom estas analises foi possivel
observar que a proteina total aumentou nos inddgigaodados nas duas areas, embora em
épocas diferentes. As andlises estatisticas a plsies dados também confirmam que a
variacdo do conteudo de proteinas nos individudagms e este foi significativa ao longo do
tempo (P< 0,001 na area de Campo Grande e P= 0@Grea de Rochedo). As médias
permaneceram constantes porque se referem a unaddsionte todas as coletas juntas, sem
considerar o fator tempo, que neste estudo foidomahtal. Em suma, a poda mecanica
induziu um aumento no contelddo de proteinas nasmdolleM. peregrina nas duas areas
estudadas.

As folhas deM. peregring de modo geral, apresentaram uma elevada atividade
peroxidasica em todos os pHs avaliados em amba@seas. Em uma analise dos dados
absolutos, observa-se que as folhas dos individadados apresentaram menor atividade do
gue os individuos ndo podados aos 60 e 120 diagnkmto, apds 180 dias, os individuos
podados apresentaram maior atividade peroxidasid@@os os pHs avaliados, do que os nao
podados, indicando que neste caso, houve uma tagpomplanta a poda mecanica, apés 180
dias (Figuras 2 e 3). No entanto, ao se realizarddise parameétrica observa-se que ndo houve
diferencas significativas na atividade peroxidasictaie individuos podados e ndo podados na
area de Rochedo (pH 5,0 — P=0,144; pH 7,0 — PH9dH 8,6 — P= 0,103). Por outro lado,
as mesmas analises paramétricas realizadas nad@r€mpo Grande mostraram que a
atividade peroxidasica em pH 7,0 foi significativearte maior entre os individuos podados do
gue nos nao podados em pH 7,0 (o valor P refeenteste t esta registrado nas Figuras 2 e
3).

Nas andlises de correlagdo entre tempo, taxaeseigrento e atividade peroxidasica

das plantas coletadas na area de Rochedo, obseueesas peroxidases nos pHs 5,0 e 8,6
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apresentaram uma alta atividade entre 0 e 120 dias individuos podados, mas esta
atividade foi semelhante nos individuos ndo podatde 60 e 120 dias; ja a peroxidase pH
7,0 foi muito ativa entre 0 e 60 dias somente maokviduos podados, mas sua atividade
decaiu substancialmente em todos os individuogpadsdos subsequentes (Figura 4). Nos
testes estatisticos ANOVA, verifica-se que ao sgetarionar tempo, concentracdo de
proteina e atividade peroxidasica dos individuosAe de Rochedo, existem diferencas
significativas entre essas variaveis (indicada gehlores de £ 0,05). Em outras palavras,
ocorreu uma variacdo na atividade peroxidasicaa fesmaior nos individuos podados do
gue nos nao podados.

A Figura 5 mostra a relacéo entre tempo, o cremaionde individuos podados e néo
podados, e as atividades peroxidasicas dos mesmnéaea de Campo Grande. As atividades
peroxidasicas em pH 5,0 e 7,0 foram maiores nowitwbs ndo podados 60 dias apés a
primeira coleta, e 120 dias apdés a poda ocorreupiom na atividade especificas destas
isoenzimas peroxidasicas nos individuos podadagui&i5). A peroxidase em pH 8,6 foi
mais bem ativa ap6s 60 dias nos individuos podadfms, moderadamente ativa nos periodos
subsequentes, com perfil semelhante aos individ@ogodados (Figura 5).

A enzimafenilalanina amonia-liase, aparentemente, apreseuatoa concentracao
maior nos individuos podados em ambas as areasréBi@ e 3), porém, devido aos altos
valores dos desvio-padrao, essa variagao naodifisativa. Esta assertiva foi comprovada
através do teste de Man-Whitney dos individuosrda de Campo Grande (P= 0,129) e da
area de Rochedo (P= 0,975). Nas andlises de agdiceentre tempo, a taxa de crescimento
de individuos podados e ndo podados da area de@&weha atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase, observa-se que esta enzima foi niae 80 dias apds a poda, declinando nos
demais periodos analisados (Figura 4). Ja nas eae@stalisadas da area de Campo Grande a
maior atividade desta enzima ocorreu 180 dias agima (Figura 5). Entretanto, através do

teste de Kruskall-Wallis, ndo houve diferencgas iiativas na atividade da PAL entre
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individuos podados e ndo podados coletados nadér€&ampo Grande (P=0,11) e Rochedo
(P=0,16) (Figuras 4 e 5). Estes resultados mosfjaenesta enzima nao foi ativada de forma
acentuada por estresse mecanico em folhds. geregrina

De forma semelhante ao perfil observado nas @&satla enzima PAL, a média das
atividadesp-1,3-glucanésicas ndo apresentou grandes variagies individuos podados e
nao podados nas duas areas (Figuras 2 e 3). desMan-Whitney aplicado aos individuos
da area de Campo Grande (P= 0,817) e de Roched0,9P8) confirmam que ndo houve
diferencas significativas entre podados e ndo pmxlad Nas analises de correlagdo entre
tempo, taxa de crescimento de individuos podad@oegrodados, e a atividade da enzfina
1,3 glucanase, observa-se que ndo ocorreram vesiagggnificativas ao longo do tempo e
nem entre podados e ndo podados, como mostrangas$id e 5 (teste de Kruskall-Wallis;

P= 0,47 na area de Campo Grande e P=0,45 na aRsactiedo).

DISCUSSAO

Muitos estudos confirmam que a qualidade do salmélos fatores determinantes da
taxa de crescimento de plantas (Karktnal, 1997; Vezzani, 2001). Foi verificado neste
trabalho que os individuos analisados nas duas &peesentaram taxas de crescimento
diferentes (Tabela 1). Os individuos da area deg@aGrande sao originarios de bancos de
sementes, e ndo formaram ainda os clones caractsisbservados em populacbes mais
antigas deMemora peregringpresentes em pastagens, como € 0 caso das pauuidessa
mesma espécie, na Fazenda de Rochedo. E sugeddntgua de crescimento observada na
area de Rochedo deva estar associada a dois fatolesico em matéria organica (Tabela 1)
e maior translocacdo de nutrientes dos cloneshoasinvia rizoma, para a parte aérea da
planta podada (Graset al, 2001). Por outro lado, a baixa taxa de cresdionéas individuos
podados da area de Campo Grande resultou dos bdw@is de matéria organica no solo e

pelo fato de serem individuos isolados, ndo clomais sistemas radiculares mais limitados.



32

Além disso, a presenca de aluminio no solo desta pode também ter sido um fator
limitante do crescimento.

Porém, independentemente da é&rea, a poda mecésioaulou o crescimento
vegetativo dos individuos de ambas as é&reas, cdmerwado anteriormente por Nunes
(1999) e Marchetti (2006). A maior taxa de crescitoenos individuos podados (Figura 1)
confirma o que foi observado por Guimardes (19¢de tanto a poda manual quanto
mecanica Sao processos pouco eficientes para oolomte plantas invasoras, porque a
maioria delas rebrota vigorosamente, comportandoeseo se tivessem sido submetidas a
poda corretiva.

Nos testes estatisticos (ANOVA) dos dados do knabaonde se correlacionou as
classes de tempo (60, 120 e 180 dias) com o crestine a quantidade de proteina total em
individuos podados e ndo podados, observou-se anac&o significativa na proteina total,
em ambas as areas (Figuras 4 e 5). Em Rochedocantmatcdo de proteinas sofreu um
aumento rapido apds a poda, seguida de um dediiongo do experimento. Nesta area,
como j& foi dito anteriormente, a parte aérea daulagdo esta interligada por uma rede de
rizomas subterraneos. Com a poda, provavelmentgencam aporte rapido de compostos
nitrogenados para a parte aérea, que foram codesrém proteinas. Ao longo do tempo
esses translocados foram redistribuidos entre ogideclones, o que levou a um declinio da
concentracdo de proteinas nos individuos podadosermanto, esta foi suficiente para
permitir o crescimento da parte aérea em uma taaia atta nos individuos podados do que
nos nao podados, indicando que a planta realmediteciona seu metabolismo no sentido de
recuperar seus tecidos fotossintetizantes.

Na &rea de Campo Grande as médias das concestadg®@roteinas totais de folhas
de todos os individiuos analisados também n&o wasignificativamente (Figuras 2 e 3).
Mas, a semelhanca dos individuos da area de Roctedwoducdo de proteinas nos

individuos podados desta area foi significativamanaior nos individuos podados ao longo
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do tempo, no intervalo entre 60 e 180 dias apé®da,pfato verificado pelos testes de
ANOVA. Vale ressaltar que a producao de proteina individuos desta area foi maior do
gque na area de Rochedo, pois neste caso, ndo Ha am sistema radicular bem
desenvolvido, e portanto ndo ha redistribuicdoeteinsos. Outro fato importante é que os
individuos da area de Campo Grande sdo jovens) entiior capacidade de recuperacédo e de
sintese de compostos primarios apds eventos esttesscomo ja foi amplamente descrito na
literatura (Ho & Sachs, 1989; Pieaal, 2003).

Em folhas deM. peregrinacoletadas na area de Rochedo, ocorreu uma reaagdo
teor de proteina apds 180 dias, independentemerttatdmento (podado e ndo podado). Essa
reducdo provavelmente se deve a uma translocacgwotiEinas formadas nas folhas para
outros tecidos da planta (Larcher, 2000; Taiz &g2ei 2004). Sob a influéncia do estresse
mecanico, a sintese de proteinas é inibida e alesgradacédo é acelerada, o que leva a um
acumulo de aminoéacidos e aminas livres (LarchdlQR0OIsso justifica a baixa quantidade
inicial de proteina nas folhas coletadas em Rochedo

As Figuras 4 e 5 mostram o perfil de atividade pei@sica em folhas dé. peregrina
de individuos podados e ndo podados ao longo dootelRelos testes estatisticos (ANOVA),
observa-se que em ambas as areas a atividade d#sioai foi significativamente diferente
entre individuos podados e ndo podados. Na ar&odeedo, ocorreu um pico de atividade
das peroxidases nos pHs 5,0 e 8,6 entre 0 e 180adi®s a poda, nos individuos podados.
Nos periodos subsequentes, esta atividade dimidéiem pH 7,0 houve um pico abrupto
entre 0 e 60 dias ap6s a poda, e um decréscimtivittade nos demais periodos. Na area de
Campo Grande, a atividade peroxidasica nos pHe 5,0 permaneceu baixa entre 0 e 120
dias apds a poda, e entdo ocorreu um pico de atigidurto neste periodo nos individuos
podados; havendo em seguida uma queda na atividade

A maior atividade observada para os menores peyiddotempo apds a poda das

plantas est4 de acordo com a afirmacédo de Tuz@i)2@ que peroxidases estdo envolvidas
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nas respostas iniciais de defesa de plantas. Restatl (2000) j4 haviam demonstrado que
as peroxidases estdo envolvidas na inducéo deééreses em cacaueiros, porém mediada pela
aplicacdo de um indutor abidtico.

A variacdo observada na atividade das peroxidasste rirabalho pode ser uma
resposta a poda mecanica (aumento das peroxidasieade neutras), bem como o resultado
da participacdo das mesmas nos processos de ceesuimios individuos podados té
peregrina(aumento das peroxidases acidas).

O acompanhamento da atividade da enzima fenifedamimonia-liase (PAL) em
individuos podados e ndo podados mostrou que nadwehadteracdes significativas no perfil
da enzima entre as amostras analisadas, como podbservado nas analises de correlacdo
(Kruskall-Wallis) entre as classes de tempo (0,1&0 e 180 dias) a taxa de crescimento e a
atividade da PAL em ambas as areas (Figuras 4 e 5).

Segundo Riveret al (2001) e Chakrabortgt al. (2001), a atividade da fenilalanina
amoOnia-liase aumenta em resposta a diferentesdgestresse, sendo considerada por muitos
autores como “proteinas do estresse”, relacionemaso desenvolvimento de mecanismos de
protecdo e adaptacdo de plantas a situacfes a&lv€sgempo necessario para ativar os
mecanismos de defesa € importante no combate aoseagcausadores de danos na planta.
No caso das palmeiras, a atividade maxima da PAlrreapos 30 dias apds a infeccdo
(Karthikeyanet al, 2006), e este nivel se mantém até o restabedatinfisiolégico da planta.
O mesmo pode ter ocorrido nas folhas Me peregrina pois a primeira coleta ocorreu
somente 60 dias apds a poda. A enzima pode tesaqtaelo um pico de atividade nesse
intervalo de tempo, que nao foi registrado. Enttetadurante o levantamento bibliografico
realizado no estudo, ndo foram encontrados trabalbacorrelagcéo entre a atividade da PAL
e injuria mecanica.

A B-1,3-glucanase apresentou uma pequena variacd® @ntindividuos podados e

nao podados, de forma diferente nas duas areasrdBi@ e 3). Em Rochedo (Figura 3) a
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atividade desta enzima foi maior nos individuos pédados, e em Campo Grande (Figura 2)
ela foi mais ativa nos individuos podados. Por@saealizar analises estatisticas, e mesmo
nos testes de correlagédo pela ANOVA, verificou-se @mbas as diferencas ndao foram
significativas (Figuras 2 a 5).

Um melhor entendimento dos mecanismos de inducaprateinas de defesa por
agentes abidticos, como a injaria mecanica, € @uisio importante para o conhecimento da
biologia de Memora peregrina As informagdes obtidas neste trabalho sugerem Mue
peregrina € uma espécie resistente a injuria mecéanica, uem que nao houve,
aparentemente, um recrutamento de grandes quasdidiedproteinas e enzimas para disparo
dos processos de defesa. E possivel que outraseslate proteinas e compostos do
metabolismo secundarios possam ser ativados, nd®mén analisados nestes estudos. Uma
continuidade deste trabalho, como a realizacaaitta®analises, envolvendo a quantificacdo
de inibidores de proteases, catalases (envolvidaspnocessos de producéo de radicais
livres), peroxidacdo de lipideos, entre outros,gpoccontribuir na elucidagdo dos tipos e
intensidade das respostas Me peregrinaa poda mecéanica. Informacdes desta natureza

podem ser Uteis na busca de estratégias de codéstia espécie invasora.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Média e desvio padréo da taxa de crestordeM. peregrinaao longo do tempo
em Campo Grande e Rochedo, Mato Grosso do Sulagamzas correspondem as plantas
gue sofreram poda e barras pretas as plantas qeraén podadas. (n=96)

Figura 2. Média e desvio padréo da quantidade tletgdroteinas e das atividades especificas
de fenilalanina amoénia-liase (PALJ;1,3-glucanase e peroxidases pH 7,0, pH 5,0 e ,fH 8
em individuos podados e ndo podados$/deeregrina no municipio de Campo Grande, MS.
(n=24).

Figura 3. Média e desvio padrédo da quantidade t&tgiroteinas, e das atividades especificas
de fenilalanina amoénia-liase (PALB;1,3-glucanase e peroxidases (pHs 7,0, pH 5,0 e pH
8,6) em individuos podados e ndo podadasl dgeregring no municipio de Rochedo, MS.
Figura 4. Relacdo entre o tempo, taxa de cresconetividades especificas das enzimas
peroxidases (pHs 5,0, 7,0 e 8,6), fenilalanina amb@se (PAL) e[(}-1,3-glucanase de
individuos deM. peregrinapodados (circulos cheios) e ndo podados (circudass). O
tamanho dos circulos representa a quantidade de aadposto (indicado no gréafico) nas
plantas do municipio de Rochedo/MS. Alguns ponboarh deslocados no eixo X para evitar
sobreposicao entre eles.

Figura 5. Relacdo entre o tempo, taxa de cresconetividades especificas das enzimas
peroxidases (pHs 5,0, 7,0 e 8,6), fenilalanina ambase (PAL) e[(-1,3-glucanase de
individuos deM. peregrinapodados (circulos cheios) e ndo podados (circudass). O
tamanho dos circulos representa a quantidade de aadposto (indicado no grafico) nas
plantas do municipio de Campo Grande, MS. Algumgqsoforam deslocados no eixo X para
evitar sobreposicéo entre eles.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo (maon@mnutrientes) da area de Campo Grande

(CG) e Rochedo (RC).
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cheios) e ndo podados (circulos vazios). O tamaldsocirculos representa a quantidade de cada ctampos

(indicado no grafico) nas plantas do municipio den@o Grande,MS. Alguns pontos foram deslocadosxm e

X para evitar sobreposicao entre eles.



Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo (maan@mnutrientes) da area de Campo Grande (CG)xbd&im (RC).

M.O. pH pH P K Al Ca Mg H+Al SB T \%
Amostra  g/dnT CaC}, H,O mg/dnt mmol(c)/dn? %
CG 73@0,4)  43(03) 54(x02) 1,5(x0,7) 0,3(x0,1) 4,9(x2,5) 59(x3,6) 12(=1,6) 160184)  7.3(353)  388(xL8) 18,02

RC 14,4(+2,1)  500,1)  6,00,3) 2,00,0) 2,1(2,3) 0,0(x0,0) 17,5(35,4) 4,8(x4,9)  23,0(x2,8) 24.4(x2,7)  47,4(x0,1)  51,0@5,

M.O. - matéria organica (os resultados sdo dadogramas por decimetro cubico, com base no volumerd®); pH em CaGl- pH em solucdo centimolar de cloreto de calcld;gm HO - pH determinado na relacdo
sélido/liquido de 1/2,5; P - fosforo extraido ddéosatravés de Mehlich; H + Al - (hidrogénio + alumai) ou acidez potencial; Al, Ca, Mg, K - Formasctveis, aluminio, célcio, magnésio, potassioc@pacidade de troca de

cétions, ou SB + (H + Al); SB - soma das baseCad Mg + K; V - indice de saturacéo por bases eul0 . SB/T; mmol (c) - milimol de carga.
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CONSIDERACOES FINAIS

* O trabalho constatou que, os individuos Memora peregrinasubmetidos a poda mecanica
apresentaram uma taxa de crescimento maior dogjiraividuos ndo podados, em ambas as areas
estudadas, corroborando os resultados obtidos ytoosoautores, de que a poda mecanica ativa

processos fisioldgicos relacionados a um aumenfoatiucéo de tecidos nesta espécie.

» Os teores de proteinas soluveis e a atividade elaxidases nos pHs 5,0, 7,0 e 8,6 foram maiores
nas folhas nos individuos podados Me peregrinado que nos individuos ndo podados, durante
alguns periodos ap0s a poda. Tais periodos de amrdenproteinas e de atividade peroxidasica

foram diferentes para cada grupo de macromécuidsadas.

« E sugerido que as variagdes observadas na atividaseperoxidases de folhas de individuos
podados d®l. peregrinaestdo associados a inducéo de composto de defeisio & poda mecanica
(aumento das peroxidases béasicas e neutras), bem padem ser o resultado da participacédo das

mesmas nos processos de crescimento (aumentordaglpses acidas).

* A atividade das enzimag-1,3-glucanase e da fenilalanina-amonia-liase fanehante entre
individuos deM. peregrinapodados e ndo podados, indicando que a poda rnaacdm é um fator

indutor destes processos de defesa nesta espécie.

 Por fim, um melhor entendimento dos mecanismosndaciéo de proteinas de defesa por agentes
abidticos, como a injaria mecanica, é um requisitportante para o conhecimento da biologia de
Memora peregrinaAs informacdes obtidas neste trabalho sugerenMyyeeregrinaé uma espécie
resistente a injuria mecanica, uma vez que naoeh@aparentemente, um recrutamento de grandes

guantidades de proteinas e enzimas para dispafraosssos de defesa.

« E possivel que outras classes de proteinas e ctmepds metabolismo secundarios possam ser
ativados, mas néo foram analisados nestes estubina. continuidade deste trabalho, como a
realizacdo de outras analises, envolvendo a qicagifo de inibidores de proteases, catalases
(envolvidas nos processos de producdo de radivaes), peroxidacdo de lipideos, entre outros,
podem contribuir na elucidagdo dos tipos e intemkddas respostas dé peregrinaa poda
mecanica. Informacdes desta natureza podem ser mgebusca de estratégias de controle desta

espécie invasora.



