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RESUMO

No presente trabalho foram feitos bioensaios para determinar o potencial alelopatico dos
extratos aquosos de frondes adultas de Gleichenella pectinata e de Dicranopteris flexuosa em
dois estagios fisiologicos (fértil e estéril) sobre a porcentagem e o tempo médio de
germinagdo, e crescimento inicial de trés espécies de plantas infestantes de culturas
(Echinochloa crus-galli, Ipomoea grandifolia, Euphorbia heterophylla). Foram feitos quatro
tratamentos aquosos (0, 2,5 , 5 e 10%), com cinco repeticoes. Cada tratamento consistiu de
30 sementes para os experimentos de germinacdo e 10 plantulas para crescimento da radicula
e do hipocétilo/coledptilo. O crescimento das raizes foi o parametro mais sensivel aos
aleloquimicos de frondes de G. pectinata e de D. flexuosa, para as trés espécies estudadas.
Todos os extratos prejudicaram o crescimento da raiz das trés espécies alvo, exceto a
concentrag¢do 2,5% do extrato de frondes estéreis de G. pectinata sobre E. heterophylla. Os
extratos de frondes estéreis de G. pectinata atrasaram a germinacdo de E. heterophylla e E.
crus-galli nas concentragdes 5 ¢ 10%. A concentragdo 10% do extrato de fronde férteis
reduziu a porcentagem de germinagao das trés espécies-alvo. Todos os extratos de D. flexuosa
reduziram o sistema radicular de todas as espécies alvo. |. grandifolia foi a espécie mais
sensivel aos extratos de D. flexuosa, apresentando reducdo de todos os parametros
morfoldgicos. As demais espécies alvo tiveram suas partes aéreas diminuidas pelas
concentragdes 5 e 10%. Foi realizado um experimento em solo para verificar o desempenho
de diferentes tratamentos de D. flexuosa na germinag¢do de Lactuca sativa, na presenca e
auséncia de microrganismos. Cada um dos tratamentos foi testado com 4 sementes de alface
/vaso durante seis periodos distintos de dez dias, referentes ao 1°, 2°, 4°, 8°, 16° e 32° dias apos
a aplicagao dos tratamentos, com 6 réplicas. As condi¢des de luminosidade, umidade e
temperatura foram controladas. Em geral, os substratos nao esterilizados apresentaram
maiores efeitos alelopaticos sobre os parametros analisados. Dentre os tratamentos, o solo pré
ocupado por D. flexuosa, inibindo a germinagdo quando ndo esterilizado, durante todo e
tempo de experimento. Isso comprova o acimulo de substancias alelopaticas em condigdes

ambientais, e seu efeito prolongado.

Palavras chave: Alelopatia, Solo, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla, Ipomoea

grandifolia, Pteridofita.

ABSTRACT
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This work aims to determine through bioassays the allelopathic potential of aqueous extracts
Gleichenella pectinata and Dicranopteris flexuosa adult and mature fronds in two
physiological stages (fertile and sterile) over the percentage and average time of germination,
besides initial growth of three species of crop weeds (Echinochloa crus-galli, Ipomoea
grandifolia, Euphorbia heterophylla). Four aqueous treatments were made (0, 2,5 , 5 and
10%), with five replications. Each plot consisted of 30 seeds for germination tests and 10
seedlings for initial growth of root and hypocotyl / coleoptile. Root growth was the most
sensitive parameter to G. pectinata and D. flexuosa allelochemicals, for the three target
species. All extracts damaged root growth of target species, excepting the lower concentration
of sterile fronds extracts over E. heterophylla. Sterile frond extracts caused a delay on E. crus-
galli and E. heterophylla germination under concentrations 5 and 10%. The higher
concentration of fertile frond extract decreased germination percentage of the three target
species. All D. flexuosa extracts decreased root length of all target species. |. grandifolia was
the most sensitive species due to D. flexuosa extracts, having showed decrease in all
morphologic parameters. Both other target species also had their shoot part length growth
suppressed under 5% and 10% concentrations. A soil experiment was also performed in order
to verify the role of different treatments of D. flexuosa fronds on Lactuca sativa germination
in presence or absence of microorganisms. Each treatment was tested with 4 lettuce seeds per
vase, by 10 days with 6 replications. Treatments were tested in 6 periods of ten days each,
related to the 1%, 2™, 4™ 8™ 16™ and 32™ days after treatments application. Light, moisture
and temperature conditions were controlled. In general, non-sterilized substrates presented
higher allelopathic effects over analyzed parameters. Among treatments, the pre-occupied soil
exerted stronger effects, with inhibition of germination in non-sterilized, during the whole
period of experiment. That must be an indicative of accumulated allelopathic substances

under environmental conditions, and their prolonged effects.

Key words: Allelopathy, Soil, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla,
Ipomoea grandifolia, Pteridophyta.
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INTRODUCAO GERAL

Histérico

Os primeiros registros de interagdes alelopaticas sdo muito antigos. Havia a suspeita de
que agentes quimicos, hostis ao crescimento de outras plantas, seriam um mecanismo de
interacdo entre as plantas e seus vizinhos (HIERRO & CALLAWAY, 2003; CHOU, 2006).
Em 300 a.C., Theophrastus relacionou a exaustdo do solo a uma espécie de leguminosa (Cicer
arietinum L.). Plinio (1 d.C.) relatou que as espécies Cicer arietinum L., Hordeum vulgare L.,
Trigonella foenum-graceum L., Vicia ervilia Will. ¢ possivelmente Juglans regia L.

causavam prejuizo para outras espécies de plantas (RICE, 1984).

Em 1982, o botanico suico De Candolle sugeriu que a causa da debilidade do solo na
agricultura seria os exsudados das plantas cultivadas. Hoy e Stickney (1881) reportaram o
efeito deletério de nogueiras sobre o crescimento de espécies vizinhas. Mais tarde, no inicio
do século XIX, Schreiner ¢ Reed (1907) encontraram que acidos orgénicos, originalmente
liberados por raizes de plantas, suprimiam o crescimento de algumas culturas (in HIERRO &

CALLAWAY, 2003; CHOU, 2006).

Definicéo

O termo alelopatia foi cunhado pelo fisiologista vegetal Hans Molisch em 1937,
enquanto explicava o efeito do etileno no amadurecimento dos frutos. Ao empregar as
palavras gregas “allelon” e “pathos” — que significam respectivamente “mutuo” e “prejuizo”
— o termo alelopatia referiu-se a liberacdo natural de substancias inibitdrias por certas plantas,
capazes de interferir no crescimento de outras plantas num ambiente compartilhado (in
CHOU, 2006). O termo foi revisado diversas vezes, aumentando a abrangéncia quanto aos
organismos liberadores, incluindo os microorganismos, € quanto as interagdes destas
substancias com as demais espécies, considerando os efeitos positivos e negativos. Rice
(1984) definiu o fenomeno da alelopatia como o efeito que uma planta ou microrganismo
exerce sobre o crescimento de outra, através da liberagdo de compostos quimicos no
ambiente. Esta definicdo ja era bastante ampla, incluindo quase todos os aspectos da ecologia

quimica das plantas (in RICE, 1984, 1986; INDERJIT & DUKE, 2003). Atualmente, a
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Sociedade Internacional de Alelopatia define alelopatia como “A ciéncia que estuda qualquer
processo envolvendo essencialmente metabolitos secundarios que influenciem no crescimento
e desenvolvimento de sistemas naturais e cultivaveis. Os metabdlitos podem ser produzidos
por plantas, algas, bactérias e fungos, e esta defini¢do inclui efeitos positivos e negativos”
(MACIAS et al., 2000). Alguns autores preferem reconhecer apenas efeitos negativos como
alelopaticos, como Lambers et al.(1998), citados por Inderjit e Duke (2003), que também

adotaram esta énfase para discutir os aspectos ecofisioldgicos da alelopatia.

Aleloquimicos

As interagdes planta-ambiente ndo sdo determinadas apenas por recursos ambientais e
vem despertando cada vez mais o interesse dos pesquisadores. Este reconhecimento fica
explicito em estudos que englobam interagdes independentes de recursos. Como exemplos
destas abordagens estdo: comunicagdes radiculares inter e intraespecificas, estimulo da
producdo de agentes quimicos de defesa em 6rgdos que sofreram injurias, sinais radiculares
entre parasitas e hospedeiros e oxidagdo de gases liberados pela queima de plantas, presentes
em fumaga ou em 4&cidos, que suprimam a germinacdo de outras espécies (HIERRO &
CALLAWAY, 2003). Os produtos do metabolismo secundario das plantas, quando
envolvidos em relagdes alelopaticas, sao designados pelo termo “aleloquimicos”. Apesar da
correlacdo existente entre os metabolitos secundarios e aleloquimicos, alguns autores como
Whittaker e Feeny (1971), Berenbaum (1995) e Kauer (2002), citados por Inderjit ¢ Duke
(2003), ressalvam que os dois termos (metabolitos secundarios e aleoquimicos) ndo sao
sindnimos, e tampouco substituiveis um pelo outro. De acordo com Berenbaum (1995), citado
por Inderjit e Duke (2003), a identidade de um composto como aleloquimico depende mais da
sua acdo do que da sua via de sintese. Em situagdes de campo, a atividade alelopatica ¢
entendida como proveniente da ac¢do conjunta de diversos aleloquimicos (INDERJIT &
DUKE, 2003). Cada composto pode atuar de diversas formas na natureza, dependendo do
organismo doador e dos pardmetros ambientais especificos que o atingem. Um exemplo do
dinamismo de fungdes estd no que ocorre com o acido tanico. Este estimula o crescimento das
raizes da arvore do gafanhoto, ao passo que atua como agente antimicrobiano, inibidor de
bactérias do intestino dos gafanhotos (DILLON et al. 2002, citados por INDERJIT e DUKE,

2003), e ja teve sua funcdo de inibidor de crescimento documentada por Rice (1984).
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Autotoxicidade x heterotoxicidade

Wittaker e Feeny (1971), citados por Goldfarb et al. (2009) propuseram dois termos
para designar as diferentes atuagdes das substancias alelopaticas em relagdo a planta doadora.
A autotoxicidade, que ocorre quando a planta produz substancias tdxicas que inibem a
germinagdo e o crescimento de plantas da mesma espécie, e a heterotoxicidade, por sua vez, ¢
admitida quando as substancias fitotoxicas liberadas através de lixiviagdo, exsudagdo
radicular ou degradacdo de residuos de uma planta interferem sobre a germinacdo € o
crescimento de outras plantas. Considerando que aleloquimicos possam atuar como
fitotoxinas, a produ¢do e armazenamento, ou mesmo a liberagdo destas substancias para o
solo circundante, poderia levar a planta doadora a um quadro de autotoxicidade. Para evitar
que isso aconteca, as plantas produtoras usam estratégias, como a resisténcia ao composto
ativo através da incompatibilidade aos sitios de ligacdo, ou de mecanismos que impedem o
encontro das moléculas fitotoxicas com os respectivos alvos. Ha evidéncias de que a primeira
estratégia ocorra por meio de secrecdo ou sequestro do composto ativo, armazenado sob a
cuticula das glandulas até a sua liberagao, como ocorre em Artemisia annua (Duke et al. 1994,
citados por Inderjit & Duke 2003). Outro método comum de sequestro de compostos
fitotoxicos ¢ sua sintese e posterior compartimentalizagdo nos tricomas das partes aéreas
(DUKE et al., 2000). No caso das Glecheniaceae, os aspectos ecoldgicos da heterotoxicidade
merecem destaque, uma vez que a distribui¢do das populacdes ocorre de forma semelhante,

em formacdes monoespecificas e relacionada a mecanismos de bloqueio da sucessdo vegetal

(MULLER et al., 2007).

Modos de liberagdo dos aleloquimicos

As substancias alelopaticas encontram-se distribuidas em diferentes orgaos e
concentragdes na planta, variando em fun¢do da sazonalidade e do ciclo de vida da planta
doadora (GOLDFARB et al., 2009). A introducdo destas substincias no ambiente ocorre
através da lixiviagao das partes aéreas, exsudagdo das raizes, decomposicao de tecidos mortos,
volatilizagdo e incorporacdo de detritos no solo. A precipitagdo através da cobertura foliar
auxilia na lixiviacdo de aleloquimicos das folhas de plantas doadoras para o ambiente. Os
exsudados de raizes também sdo fontes comuns de aleloquimicos com potente atividade
bioldgica e podem ser de diversas naturezas quimicas (INDERJIT & DUKE, 2003). Os
trabalhos de Inderjit et al. (1997), Inderjit & Keating (1999), citados por Inderjit ¢ Duke
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(2003), evidenciaram que a liberacao de aleloquimicos ocorre também pela incorporagao de
tecidos vegetais mortos ao solo. Um exemplo desta ocorréncia estd na aragem, que incorpora
restos de plantas daninhas ao solo enquanto este ¢ preparado para o cultivo. Uma vez que os
tecidos sdo lesados e decompostos, substincias hidrossoluveis e relativamente insoliveis
tornam-se disponiveis no solo ap6s a irrigacdo. Outro aspecto alelopatico que vem sendo
utilizado nos agrossistemas e a cobertura do solo pelos residuos da propria colheita. Os
aspectos bioquimicos desta pratica sdo muito importantes, pois se acredita que os residuos
vegetais liberem compostos alelopaticos supressores do crescimento de plantas infestantes
(TREZZI E VIDAL, 2004, citados por CHRISTOFFOLETI et al., 2007). A exemplo disso
esta o uso do sorgo como cultura intercalar e cobertura vegetal em muitas regides do Brasil.
Suas raizes liberam um composto hidrofébico (sorgoleone), capaz de inibir o crescimento de

diversas espécies infestantes e cultivaveis (CHRISTOFFOLETI et al., 2007)

Para que os aleloquimicos sejam efetivos como herbicidas naturais ¢ desejavel que eles
sejam hidrossoliveis, como ¢ a maioria dos herbicidas sintéticos. Compostos de natureza
lipossoluvel ndo sejam lixiviados rapidamente para a rizosfera, nem prontamente particulados
nas membranas, tornando eventual e quantitativamente menor a presenga destes compostos na
solucdo do solo. Entretanto, compostos lipossoliiveis também podem atingir as membranas
celulares de espécies alvo, através do fluxo de substancias lipofilicas na solu¢do do solo, e

assim desempenharem sua acao fitotoxica (INDERJIT & DUKE, 2003).

A alelopatia e suas implicacdes no desenvolvimento das comunidades vegetais

Investigacdes sobre o potencial alelopatico de espécies geralmente se iniciam com
observagoes de campo que indiquem uma mudanca no padrao da vegetacdo. Em muitos
ecossistemas, observa-se que certas espécies tendem a se estabelecer em conjuntos puros ou
comunidades monoespecificas, o que ¢ atribuido a liberagdo de toxinas pela planta,
dificultando ou inviabilizando o estabelecimento de outras espécies em sua proximidade
(MONTEIRO & VIEIRA, 2002), e este comportamento pode estar relacionado a um
mecanismo de bloqueio da sucessido vegetal pela acdo dos aleloquimicos (MULLER et al.,
2007). Quando as interacdes planta-planta sdo investigadas, aspectos como a competi¢do por
recursos compartilhados devem ser considerados na relagdo entre as espécies (AGRAWAL,
2000; CALLAWAY, 2002 e SCHENK et al., 1999, citados por HIERRO ¢ CALLAWAY,

2003). A alelopatia distingue-se da competicao, pois a segunda envolve a redugado, ou retirada
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de algum fator ambiental necessario a outra planta no mesmo ecossistema, tal como agua, luz
e nutrientes (GOLDFARB et al., 2009). Fatores ambientais ndo direcionam por si s 0s
processos de estabelecimento das plantas nos ambientes. Sob esta abordagem, a alelopatia ¢
tomada como uma forma de atividade que ndo estd diretamente relacionada aos recursos do
meio, entretanto, desempenha um papel determinante nas condi¢des de dominancia e de
sucesso para determinadas espécies. De acordo com Dakshini et al. (1999), citados por
Inderjit (2006), alelopatia e competicdo podem ocorrer simultaneamente, ou como eventos
consecutivos e distintos, sendo muito dificil separa-las em certos casos. Sob o mesmo aspecto,
ressalta-se a importdncia de interagdes espécie-especificas particulares (HIERRO &

CALLAWAY, 2003).

Blum et al. (1999), citados por Inderjit & Duke (2003) propuseram trés critérios para
estabelecer evidéncias de processos alelopaticos: (1) plantas ou detritos doadores potenciais
de aleloquimicos devem produzir/conter e liberar para o ambiente substancias capazes de
inibir o crescimento ou o desempenho de fungdes de outra planta; (2) no solo, a distribui¢do e
acumulagdo de promotores de inibicdo (em geral, complexos organicos) e inibidores (em geral
acidos fenolicos) devem ser suficientes para inibir a tomada de dgua e nutrientes pelas raizes
e/ou a fixagdo de energia pelas plantas sensiveis; (3) os padrdes de inibigdo observados para
as plantulas em campo nio podem ser explicados apenas por fatores fisicos ou outros fatores

abioticos.

Certas espécies de pteridofitas exibem um padrio de dominancia, compondo
associacdes praticamente puras, onde poucos individuos de outras espécies coexistem. Nestes
locais, espécies associadas parecem ser severamente inibidas e, muitas vezes, excluidas dos
agrupamentos de samambaias. Espécies de pteridofitas que se destacam como exemplos deste
mecanismo sao Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (GLEISSMAN & MULLER 1978, citados
por SILVA, 2007), Gleichenia pectinata (Willd.) (PERES et al., 1998) e Dicranopteris
linearis (Burm. f.) Underw (TET-VUN & ISMAIL, 2006). Isto também foi descrito para D.
linearis e a inibigdo atribuida a liberacdo de compostos do metabolismo secundario no solo.
Estudos ecoldgicos com D. linearis constataram que apos trés anos de remogdo da espécie,
40% da area anteriormente ocupada continuavam sem qualquer cobertura vegetal (RUSSEL et
al., 1998, citados por SILVA, 2007). Tet-Vun & Ismail (2006) verificaram que a diferenca
entre o solo com exsudados de D. linearis e o solo testemunha consistiu apenas do conteido

de fendis totais.
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Em agrossistemas comprometidos pela presenca de espécies infestantes, o uso
continuo de um mesmo herbicida, ou de herbicidas com semelhantes mecanismos de agao e
espectros de controle, pode selecionar espécies tolerantes. Da mesma forma, herbicidas com
efeito residual curto podem selecionar espécies com germinagdo tardia (MONQUERO &
CRISTOFFOLETI, 2003). Estudos sobre intera¢des alelopaticas sdo uteis na busca por
fitotoxinas naturais e derivados sintéticos produzidos a partir destas, a serem empregados
como herbicidas mais especificos e com razao de risco/beneficio aceitdvel, do ponto de vista
ambiental (VYVYAN, 2002). Entretanto, a descoberta de produtos que retnam essas
caracteristicas tem se tornado cada vez mais dificil, principalmente para a obtengdo de
substancias quimicamente sintetizadas (PERES et al., 2004). Assim como os herbicidas
sintéticos, os aleloquimicos geralmente sdo seletivos e podem representar uma forma benigna
de controlar as plantas infestantes. Um exemplo deste beneficio é o uso de rotacdo de culturas

com espécies alelopaticas como centeio, trigo e sorgo (WEIR & VIVANCO, 2008).

A mitigacdo dos impactos do uso de herbicidas através da alelopatia para manejo de
espécies tem sido foco de muitos estudos. Estratégias como a rotagcdo de culturas, sistemas de
semeadura adequados entre espécies e entre safras, cobertura vegetal do solo por residuos de
cultura e adubagdo verde tem sido aprimoradas e adotadas pelos produtores (VYVYAN,

2002; CHRISTOFFOLETI et al., 2007).

Apesar de diversas confirmagdes sobre o papel da alelopatia, a sua importancia em
ecossistemas naturais e cultivados ainda ¢ controversa. Muitos cientistas questionam a
significancia das interagdes alelopaticas, pois comprovagdes deste fenomeno e de seus
mecanismos sao dificeis de serem obtidas (CHRISTOFFOLETI et al., 2007; GOLDFARB et
al., 2009). Para Taiz & Zeiger (2002), citados por Goldfarb et al. (2009), demonstrar a
presenga de substancias alelopaticas no solo em quantidades suficientes para alterar o
desenvolvimento de um vegetal nao ¢ tarefa facil. Como ja foi dito anteriormente, os
aleloquimicos costumam ocorrer como grupos de substancias, o que dificulta atribuir a uma
ou outra o efeito observado (INDERJIT & DUKE, 2003). Além disso, as substincias
organicas bioativas encontram-se muitas vezes, ligadas a particulas do solo e podem ser
rapidamente transformadas ou degradadas por microrganismos. Por conta disso, Inderjit &
Weiner (2001) dizem que a alelopatia deveria ser mais bem conceituada e entendida em
relacdo a ecologia do solo. Os componentes do solo, bidticos e abioticos, sdo determinantes
para a disponibilidade quantitativa e qualitativa de aleloquimicos nos arredores das espécies

vizinhas (INDERJIT, 2006). Para Blum et al. (1993) o solo, mediante tratamento com
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extratos ou lixiviados de folhas e raizes, recebe contribuicdes distintas em seu ecossistema,
como inibidores (frequentemente acidos fendlicos), promotores (em geral, nitratos) e
substancias neutras (em geral, glicose). Entretanto, nos estudos de alelopatia, as substancias
inibitorias sdo usadas para explicar padrdes de crescimento, enquanto as demais sdo
negligenciadas. Os lixiviados e extratos podem interferir no crescimento de plantulas por: (i)
inibir o crescimento (alelopatia), (i1) imobilizar nitrogénio e/ou (ii1) aumentar a populagdo de
microrganismos que competem com as plantulas e modificam os compostos. Portanto, a
interferéncia dos tratamentos no crescimento ndo ¢ obrigatoriamente direta, e devida apenas a

liberagdo de substancias fitotéxicas (INDERJIT, 2006).

Neste trabalho avaliou-se o potencial alelopatico de extratos aquosos de frondes férteis e
estéreis de duas espécies de Gleicheniaceae, Gleichenella pectinata (Willd.) Ching e
Dicranopteris flexuosa (Schrad.) Underw., sobre as espécies infestantes de culturas
Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla e Ipomoea grandifolia. Além do potencial
alelopatico frente a estas espécies, procurou-se identificar quais frondes — férteis ou estéreis —
das espécies doadoras, exercem o maior efeito fitotoxico. Diferentes tratamentos de frondes
de D. flexuosa foram testados usando solo como substrato e sementes de alface (Lactuca

sativa L.) como bioindicadoras.
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Capitulo 1

POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE Dicranopteris flexuosa
SOBRE ESPECIES INFESTANTES DE CULTURAS E SOBRE Lactuca

sativa L.

“Mas ja que se ha de escrever, que ao menos ndo se esmaguem com palavras as entrelinhas.
O melhor ainda néo foi escrito. O melhor esta nas entrelinhas.”

Clarice Lispector
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POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE DICRANOPTERIS FLEXUOSA
SOBRE ESPECIES INFESTANTES DE CULTURAS E SOBRE LACTUCA SATIVA

RESUMO - Foram feitos bioensaios para determinar o potencial alelopatico dos extratos
aquosos de frondes adultas de Dicranopteris flexuosa em dois estagios fenoldgicos (fértil e
estéril) sobre a porcentagem e o tempo médio de germinacdo, e crescimento inicial de trés
espécies de plantas infestantes de culturas (Echinochloa crus-galli, Ipomoea grandifolia,
Euphorbia heterophylla) em placa de petri e experimentos em solo, testando extrato bruto,
material pulverizado e solo natural da area de coleta de D. flexuosa sobre Lactuca sativa. Nos
experimentos de germinacdo e desenvolvimento inicial, foram feitos quatro tratamentos com
extratos aquosos (0, 2,5, 5 e 10%), com cinco repetigdes. Cada tratamento consistiu de 30
sementes para a germinagao em cada placa e 10 plantulas para o crescimento da radicula e do
hipocétilo/coleodptilo em caixas plésticas. No experimento de solo, cada vaso recebeu 50g de
substrato mais 4 sementes de Lactuca sativa. Foram utilizados dois substratos (solo pré
ocupado por D. flexuosa e solo de cultivo, cada um deles com lotes esterilizados e ndo
esterilizados). Ao solo cultivavel foram adicionados frondes pulverizadas 3% ou extrato
aquoso 10%, sendo as sementes de alface colocadas ao 1°, 2°, 4°, 8°, 16° e 32° dias ap0s a
montagem dos vasos com solo e pulverizado ou extrato, com 6 repeticdes em cada tratamento.
Cada conjunto semeado foi avaliado pelo periodo de 10 dias. O crescimento das raizes foi o
parametro mais sensivel aos aleloquimicos de frondes de D. flexuosa para as trés espécies
infestantes. A maioria dos extratos prejudicaram o crescimento da raiz das trés espécies alvo.
Os extratos de frondes estéreis atrasaram a germinagdo de E. heterophylla e E. crus-galli nas
concentragdes 5 ¢ 10%. A maior concentragdo do extratos de fronde férteis reduziu a
porcentagem de germinagdo das trés espécies-alvo. No substrato solo, o solo ndo esterilizado
pré ocupado por D. flexuosa afetou a germinagdo em todos os dias de semeadura. Os
substratos ndo esterilizados acarretaram interferéncias mais severas na germinagdo, tempo

médio e crescimento, do que os substratos esterilizados.

Palavras chave: Alelopatia, Solo, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla,

Ipomoea grandifolia, Pteridophyta.
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ABSTRACT- Allelopathic potential of Dicranopteris flexuosa extracts on weed species and
on Lactuca sativa in soil. This work aims to determine through bioassays the allelopathic
potential of aqueous extracts Dicranopteris flexuosa in two physiological stages (fertile and
sterile) over the percentage and average time of germination and initial growth of three
species of crop weeds (Echinochloa crus-galli, Ipomoea grandifolia, Euphorbia
heterophylla), besides a soil experiment employing crude extract, powdered material and
native soil from D. flexuosa collect area. Four aqueous treatments were made (0, 2,5 , 5 and
10%), with five replications. Each plot consisted of 30 seeds for germination and 10 seedlings
for initial growth of root and hypocotyl / coleoptile. In soil experiment, each vase received
50g of substrate plus 4 seeds of Lactuca sativa. Two diffetent substrates were used (pre-
occupied soil by D. flexuosa, and garden soil), each of them in sterilized and non-sterilized
types. Powdered fronds (concentration of 3%) and aqueous extracts 10% were add to garden
soil, and the sowings took place at 1%, 2", 4™ 8" 16™ and 32" days after setting vases with
substrates, applying six replications. Each sowed group were evaluated for ten days. All
treatments were tested in sterile and non-sterile substrates. Root growth was the most
sensitive parameter due to D. flexuosa allelochemicals, for the three species. All extracts
damaged root growth of target species, excepting the lower concentration of sterile fronds
extracts over E. heterophylla. Sterile frond extracts caused a delay on E. crus-galli and E.
heterophylla germination under concentrations 5 and 10%. The higher concentration of fertile
frond extract decreased germination percentage of the three target species. On soil substrates,
the unsterilized pre colonized by D. flexuosa affected L. sativa seeds germination for all
sowing periods. Unsterilized substrates led to stronger interference than did sterilized soils on
germination, average time and initial growth. It was found pre and post emergence effects

over bioindicator species.

Key words: Allelopathy, Soil, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla,
Ipomoea grandifolia, Pteridophyta.
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Introducéo

A producdo moderna de culturas depende de herbicidas e inseticidas sintéticos e de
outros produtos quimicos de mesma natureza. A dependéncia crescente de produtos quimicos
para o controle de pragas impde sérios danos a satide humana e ao ambiente, pois, apos sua
aplicagdo no campo, parte dos produtos provenientes de sua degradacgio ¢ adsorvida no solo e
nele permanece por longos periodos. Além disso, o controle quimico de pragas leva a outro
grande problema, que consiste no desenvolvimento de bidtipos resistentes a esses tratamentos
(MACIAS et al, 1999). Nos agrossistemas comprometidos pela presenca de espécies
invasoras, o controle destas pelo uso de herbicidas sintéticos pode levar a selecao de espécies
tolerantes. Da mesma forma, herbicidas com efeito residual curto podem selecionar espécies

com germinagdo tardia (MONQUERO & CRISTOFFOLETI, 2003).

Todos os anos as espécies infestantes provocam um prejuizo de cerca de U$95 bilhdes
em nivel mundial, de acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO, 2009). Além de comprometer o rendimento da cultura, ainda podem dificultar o
manejo e a colheita da cultura de interesse, e ainda causar maior necessidade de controle,
elevando o custo da produgdo pelo investimento em insumos agricolas. A principal forma de
manejo das plantas infestantes de cultura se d4 por meio dos herbicidas sintéticos (HONG et
al., 2004), e so6 no Brasil os gastos com esses produtos superaram U$4,6 bilhdes em 2008

(SINDAG, 2008).

A alelopatia, por abordar interacdes bioquimicas planta-planta e planta-
microrganismos, pode ajudar na superagdo destes problemas através do desenvolvimento de
variedades de culturas hébeis para suprimir pragas e através do uso de toxinas naturais de
plantas ou microrganismos como herbicidas (MACIAS et al., 1999). A suspeita de que
agentes quimicos hostis ao crescimento de outras plantas seriam um mecanismo pelo qual as
plantas interagiriam com seus vizinhos ¢ muito antiga (HIERRO & CALLAWAY, 2003;
CHOU, 2006). O equilibrio dos ecossistemas ¢ considerado uma consequéncia das interagdes
de muitos sinais quimicos, provenientes de varios componentes do sistema. As plantas, como
componentes desses sistemas, vem sendo consideradas como potenciais fontes de moléculas
que podem ser utilizadas para proteger e manter a producao agricola (PERES et al., 2004). De
acordo com Macias et al. (1998a), citados por Peres et al. (2004), as interagdes alelopaticas,

uma vez compreendidas, podem ser tteis na busca por fitotoxinas naturais, produzidas por
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plantas ou microrganismos, ¢ de derivados sintéticos a serem empregados como herbicidas
naturais, mais especificos € menos prejudiciais ao ambiente. A descoberta de herbicidas tem
se tornado cada vez mais dificil, principalmente para a obten¢do de substancias quimicamente
sintetizadas de alta especificidade, produtos preferencialmente sistémicos e com taxa de
risco/beneficio aceitavel, do ponto de vista ambiental (PERES et al., 2004). Lipinska e Harkot
(2007) afirmam que o conhecimento de interagdes alelopaticas pode ser usado em
agrossistemas como uma ferramenta para aprimorar os meios de producao e de rendimento e

que € preciso atentar para os mecanismos envolvidos nessas interagdes.

Devido a maioria dos herbicidas aplicados no solo serem particularmente
hidrossoliveis, compostos naturais com propriedades fisico-quimicas similares tendem a ser
mais efetivos na inibi¢do do crescimento de plantas, ao longo do tempo. Os compostos
lipossoluveis, por sua vez, ndo sdo lixiviados rapidamente, nem prontamente particulados nas
membranas. Assim, a sua presenca na solu¢do do solo ¢ eventual, e quantitativamente menor,
mas ndo os limita de atingir as membranas de espécies alvo através da solugdo do solo, e
assim desempenhar seu papel (INDERJIT & DUKE, 2003). Sob condigdes naturais, ou pelo
menos quando o substrato ¢ solo, os efeitos de aleloquimicos podem sofrer modificagdes,

muitas vezes sendo atenuados devido as forcas de adsor¢ao do solo (AIRES et al., 2005).

A introducdo de substancias alelopéticas no ambiente ocorre por diversas vias, como a
lixiviagdo das partes aéreas, exsudacdo das raizes, decomposi¢do de tecidos mortos,
volatilizagdo e incorporagio de detritos ao solo (INDERJIT & DUKE, 2003; MULLER et al.,
2007; GOLDFARB et al., 2009). Os trabalhos de Iinderjit et al. (1997) e Inderjit e Keating
(1999) e Inderjit e Weston (2003), revisados por Inderjit e Duke (2003) constataram
evidéncias de que a liberacdo de aleloquimicos ocorre pela incorporagdo de tecidos vegetais
mortos ao solo e que os exsudados de raizes sdo fontes comuns de aleloquimicos com potente
atividade biologica. As substancias alelopaticas encontram-se distribuidas em concentragdes
variadas e diferentes partes da planta durante o seu ciclo de vida (periodicidade)
(GOLDFARB et al., 2009). Por conta disso, a introducdo destas substancias no ambiente pode

variar de acordo as condigdes ambientais.

Investigacdes sobre o potencial alelopatico de espécies geralmente se iniciam com
observagdes de campo que indiquem uma mudanca no padrdo da vegetagdo. Para muitos
ecologistas, o estabelecimento de comunidades monoespecificas de plantas na sua area natural

sugere a ocorréncia de processos alelopaticos. Certas espécies invasoras também se tornam
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bem sucedidas num ambiente distinto daquele que lhes ¢ original, se estabelecendo em
conjuntos puros. O fato ¢ atribuido a liberacdo de toxinas pela planta, dificultando ou
inviabilizando o estabelecimento de outras espécies em sua proximidade (HIERRO &
CALLAWAY, 2003). Este comportamento pode ser interpretado como um mecanismo de
bloqueio alelopatico da sucessio vegetal (MULLER et al., 2007). Ao liberar seus
aleloquimicos no solo, uma planta pode reduzir o crescimento das vizinhas e assim aumentar
suas chances de acesso aos recursos até entdo compartilhados, podendo também propiciar

maior adaptacdo evolutiva (GOLDFARB et al., 2009).

Certas espécies de pteridofitas exibem um padrdo de dominancia, compondo
associagdes praticamente puras, onde poucas espécies coexistem (PERES et al., 1998;
FARIAS et al., 2007; MULLER et al., 2007). Nestes locais, as espécies associadas parecem
ser severamente inibidas e, muitas vezes, excluidas dos aglomerados de samambaias. Espécies
de pteridofitas que se destacam como exemplo deste mecanismo sdo Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn (Gleissman & Muller 1978) e as Gleicheniaceae Gleichenia pectinata (Willd.) (PERES
et al., 1998) ¢ Dicranopteris linearis (Burm. f.) Underw (SILVA, 2007).

A formagdo de aglomerados monoespecificos foi documentada para D. linearis e
atribuida a liberacdo de compostos do metabolismo secundario dessas plantas para o solo
(GLIESSMAN & MULLER, 1978, citados por SOARES & VIEIRA, 2000). Pesquisas
subseqiientes constataram que apoés trés anos de remocgao da espécie D. linearis, 40% da area
anteriormente ocupada continuavam sem qualquer cobertura vegetal (RUSSEL et al., 1998,
citados por TET-VUN & ISMAIL, 2006). Os autores verificaram que a diferenca entre solo

colonizado por D. linearis e o solo testemunha consistiu apenas do contetido de fenois totais.

Dicranpteris flexuosa (Schrad.) Underw. (Gleicheniaceae) apresenta ampla distribuigdo
por toda a América Tropical, devendo provavelmente ocorrer em todos os estados do Brasil,
geralmente ocupando locais abertos com solo pobre e imido, ocorrendo predominantemente
em densas formacdes. As frondes podem atingir até trés metros de comprimento, possuindo

laminas pseudodicotdmicas com uma gema dormente na bifurcagdo dos ramos (WINDISH,

1994).

Estudos alelopaticos com espécies de Gleicheniaceae descrevem o uso de extratos de
diversas propriedades quimicas sobre etapas do desenvolvimento de espécies bioindicadoras
(SOARES & VIEIRA, 2000; FARIAS et al., 2007; MULLER et al., 2007; CAMPOS et al.,

2008). Extratos aquosos de frondes verdes e senescentes de D. flexuosa exerceram efeito
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inibitorio sobre sementes de alface (Lactuca sativa L.), sendo possivel que o processo de
producdo e liberagao de compostos alelopaticos nesta espécie ocorra, principalmente, através
de tecidos vivos, ja que os extratos de frondes verdes foram inibidores mais potentes quando
comparados com extratos de frondes maduras (SOARES & VIEIRA, 2000). Embora existam
alguns estudos sobre o potencial alelopatico de pteridofitas, sdo escassos os registros de
investigacoes sobre frondes verdes férteis e estéreis de Gleicheniaceae como fontes doadoras
de aleloquimicos (MORAES & GARCIA, 2007), e nenhuma das referéncias consultadas
testou espécies infestantes como alvo. Também ndo se teve acesso a trabalhos que tenham
testado potencial de extratos aquosos de D. flexuosa em solo. Aires et al. (2005) e Kaur et al.
(2009) ressaltam que experimentos que usam solo como substrato sdo essenciais para
confirmar a validade dos resultados obtidos para os experimentos in Vitro e tornam-se
fundamentais quando se pretende estender ao campo resultados e interpretagdes obtidos nos

bioensaios precedentes.

Considerando-se as caracteristicas peculiares a familia e ao género, e também os
trabalhos relatados na literatura, D. flexuosa constitui-se numa fonte potencial de
aleloquimicos a ser investigada. Assim, o presente estudo teve como objetivo testar o
potencial alelopatico dos extratos aquosos de D. flexuosa sobre a germinagdo e o
desenvolvimento inicial das espécies infestantes de culturas Echinochloa crus-galli (L.) P.
Beauv. (Poaceae), Euphorbia heterophylla L. (Euphorbiaceac) e Ipomoea grandifolia
(Dammer) O'Donell (Convolvulaceae) em substrato de papel filtro. Objetivou-se também
avaliar a germinacdo e o desenvolvimento inicial de alface, usando como substratos o solo
pré ocupado por populagdes naturais de D. flexuosa, e solo cultivavel tratado com extratos ¢

pulverizado de folhas de D. flexuosa, esterilizados e nédo esterilizados.

Material e Métodos

Coleta - Os exemplares de Dicranopteris flexuosa (Schrad.) Underw. foram coletados
na area de reserva legal do campus da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, Sao
Paulo, Brasil (21°58°0.8’’S e 47°53°10°’W). A area ¢ um fragmento de vegetacdo nativa,
estendida por cerca de 150 hectares. Também foram coletados exemplares nas dependéncias
do Parque Ecologico de Sao Carlos Dr. Antonio Teixeira Vianna, situado as coordenadas de

21° 59°03”S e 47°52’31”W. Em ambos os locais de coleta, as populagdes de D. flexuosa
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ocorrem em formagdes de mata galeria. As coletas ocorreram nos meses margo no primeiro
local e em setembro no segundo, de acordo com a necessidade do material para experimentos
e disponibilidade no ambiente natural. Exsicatas foram incorporadas ao acervo do
Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar), sob os nimeros 7506 ¢ 7507. Todos os
bioensaios ocorreram nos Laboratérios de Sistemdtica e Ecologia Quimica, ¢ de Sementes,

ambos do Departamento de Botanica — UFSCar.

Preparacéo dos extratos - As frondes verdes maduras tiveram seus foliolos separados
e triados de acordo com seu estado fenoldgico — fértil ou estéril — pela presenca ou auséncia
de estruturas reprodutivas (soros). Os ramos foram levados a estufa de secagem a 40°C, até a
estabilizacdo da massa (cerca de 80 horas). Os materiais foram triturados em moinho
mecanico e congelados até sua utilizagdo. As frondes férteis passaram pelo processo de
moagem com os soros. Para preparo dos extratos, o material botanico foi homogeneizado em
agua destilada na proporcdo 1:9 massa/volume. As misturas foram levadas a geladeira, e apds
descanso de 24 horas, foram filtradas com duas folhas de papel filtro (80g.m™, 205um),
obtendo assim os extratos aquosos brutos de frondes estéreis (FE) e frondes férteis (FF), de
concentragdo 10%. Ap0s a filtragem, foram preparadas as dilui¢des de 5% e 2,5%, a partir de

fracdes da primeira concentragao obtida.

Os potenciais hidrogenionico (pH) e osmotico de cada um dos extratos foram
medidos, e depois comparados com informagdes na literatura.

Constatadas a diferencas entre os desempenhos dos extratos FE e FF sobre a
germinagdo e crescimento das espécies infestantes, testaram-se extratos aquosos de soros
sobre a germinacao das espécies infestantes. Para determinar a quantidade de soros, frondes
férteis foram secas em estufa (40°C) e pesadas. Em seguida, todos os soros foram retirados
manualmente e as frondes foram repesadas. Da diferenca entre as pesagens, inferiu-se a
proporcao em massa de soros e calculou-se a propor¢ao de soros no material pulverizado FF
utilizado para o extrato bruto, e sequencialmente, para as diluigdes. A partir dai, seguiram as
etapas de extragdo, filtragem e diluicdo com a mesma metodologia descrita para os extratos
aquosos das frondes. Os extratos de soros foram aplicados em concentracdo proporcional

aquela existente na composi¢ao nos extratos FF.

Testes de Germinagdo e Crescimento (desenvolvimento) inicial de plantulas de

espeécies infestantes - Os extratos aquosos de D. flexuosa foram testados sobre sementes das
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espécies infestantes Echinochloa crus-galli, Ipomoea grandifolia e Euphorbia heterophylla,

obtidas comercialmente ¢ mantidas em geladeira até a sua utilizagao.

As sementes de I. grandifolia apresentam dorméncia fisica. Assim, foram escarificadas
através do método quimico, submergindo-as em sulfurico (H,SO4PA) puro, por 4 minutos

(AZANIA et al., 2003) e secas em temperatura ambiente até a utilizagao.

Todas as concentracdes dos extratos FF e FE foram empregadas sobre todas as espécies
receptoras. Portanto, cada uma das espécies-alvo recebeu 6 tratamentos (extratos FF ¢ FE de
D. flexuosa nas concentra¢des de 10%, 5% e 2,5%) mais o controle, com agua destilada. Cada
amostra consistiu de 30 sementes para a germinagdo e 10 para o crescimento da radicula e do

hipocoétilo/coledptilo.

Germinacdo - Para os testes de germinagdo foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de
diametro. Cada placa foi lavada com agua destilada, recebeu dois discos de papel filtro (80 g
m=2, 205 pm.) e foram esterilizadas em microondas, por 4 minutos em poténcia maxima. Cada
placa recebeu 5 mL do respectivo extrato e 30 sementes da respectiva espécie alvo. As placas
com as sementes e extratos foram incubadas em cadmara climatizada (estufa BOD), sob
temperatura de 28°C e alternancia de fotoperiodo de 12 horas. Foram feitas 5 réplicas para

cada tratamento e controles.

Durante o periodo de escuro, as placas foram expostas a luz apenas durante as
contagens, realizadas periodicamente de 12 em 12 horas, at¢ a 192* hora. Como parametro
para germinagao, foi adotado o tamanho minimo de 2 mm de protrusdo radicular (BRASIL.,
1992). Os individuos germinados em cada periodo entre leituras foram retirados das placas,

evitando recontagem. Para todos os tratamentos e replicas foram feitas cinco réplicas.

Para determinar a influéncia do potencial osmético dos extratos, foi realizado um
bioensaio de germinagdo com sementes das espécies infestantes em solugdes de
polietilenoglicol (PEG-6000) com os seguintes valores de potenciais osmoticos: 0, -0.1, -0.2, -
0.3, -0.4 MPa segundo especificagdes de Villela (1991). Este experimento foi realizado

utilizando-se a mesma metodologia descrita para os bioensaios de germinagao.

Desenvolvimento inicial de plantulas de espécies infestantes — Caixas plasticas
transparentes (8x13x5cm) foram lavadas e esterilizadas com alcool 70%. Cada caixa recebeu

duas folhas de papel filtro (80 g m?, 205 um.) previamente autoclavadas e 12 mL do
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respectivo extrato. Novamente, foram aplicados os 6 tratamentos com extratos, mais controle

em agua destilada. Para cada tratamento e controle foram feitas 5 réplicas.

O intervalo entre a semeadura e germinacdo varia de espécie para espécie. A
transferéncia das sementes de |. grandifolia (escarificadas) e de E. heterophylla deu-se 24
horas apds sua semeadura em agua destilada, ¢ as sementes de E. crus-galli requereram 72
horas para emitirem minimamente 2 mm de qualquer parte do embrido.  Assim que as
sementes pré-germinadas em agua atingiram o tamanho de 3 +1 mm, 10 unidades foram
transferidas para cada caixa com o respectivo tratamento (RIBEIRO et al., 2009). A partir da
transferéncia das plantulas para as caixas com extratos, estabeleceu-se o periodo 120 horas a
para que fossem tomadas as medidas de raiz (do apice até a base radicular) e da parte aérea
(da base do caule até o apice das folhas) de cada individuo, com auxilio de um paquimetro.

Todos os individuos foram medidos.

Experimento de emergéncia em solo — para este bioensaio, o material foi coletado no
més de setembro. Os tratamentos foram obtidos a partir de frondes férteis e estéreis de D.
flexuosa, indistintamente. Dois tipos de substrato foram utilizados: uma porgdo de solo de
onde foram coletados exemplares de D. flexuosa , e um solo cultivavel obtido na horta do
departamento de Botanica da UFSCar. A coleta do substrato na area da populagdo de D
flexuosa deu-se apos a coleta das frondes, a uma profundidade média de 0,2 a 0,4m, ¢ com a
camada superior do solo removida. O substrato cultivavel estava disponivel em graos grossos,
e sem adicdo de fertilizante ou matéria organica. Ambos os tipos de substrato foram

peneirados em peneira de malha n° 6, e secos em temperatura ambiente.

Cada um dos tipos de solo teve uma fragdo autoclavada (120° C por 40 minutos), com
objetivo de eliminar os microrganismos originais do solo e a fim de comparar o desempenho
dos tratamentos na presenca e auséncia de microrganismos (KAUR et al., 2009). Assim,
obtivemos substratos esterilizados e ndo esterilizados. Os controles foram feitos usando o solo

cultivavel, nas modalidades estéril e ndo estéril, e 4gua destilada.

As frondes foram secas em estufa ¢ trituradas em moinho ¢ uma fragdo do material
pulverizado foi homogeneizada em agua destilada na propor¢ao 1:9 massa/volume, como
descrito nos bioensaios iniciais. Cada vaso a ser tratado com extrato recebeu 50g de solo
cultivavel e 20 mL de extrato 10%. O tratamento com material pulverizado consistiu em
mistura-lo aos substratos cultivaveis esterilizados e ndo esterilizados, ambos na concentra¢ao

de 3% massa/massa e adi¢do de 50g da mistura em cada vaso. Em seguida, 4 diasporos de
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Lactuca sativa L. (alface) foram semeados em 6 vasos de cada tratamento e também nos
conjuntos de vasos controle. Depois de irrigados pela base (OLIVEIRA et al., 2004), todos os
vasos foram incubados em estufa BOD, a 24° C e alternancia de fotoperiodo de 12 horas.
Todos os vasos, semeados e ndo semeados, foram incubados no momento inicial ¢ mantidos
em iguais condi¢des. Os vasos com substratos estéreis ¢ ndo estéreis foram incubados em
estufas separadas, para evitar interferéncia por contaminagdo. Foram tomados como
tratamentos: as frondes pulverizadas, o extrato 10% e o proprio substrato proveniente da area
de coleta de D. flexuosa, todos eles na modalidade E ¢ NE. Para todos os tratamentos e

controles foram feitas 6 réplicas, usando vasos plésticos de capacidade 125 mL.

Os vasos semeados no inicio do experimento foram designados por DO. As semeaduras
subseqiientes foram realizadas 2, 4, 8, 16 ¢ 32 dias apds a aplicagao dos tratamentos, sendo
cada grupo respectivamente denominado D2, D4, D8, D16 e D32. A cada 24 horas, todos os
vasos foram irrigados pela base e, nesta ocasido registrou-se o nimero de sementes emergidas
do solo em cada vaso. Estabeleceu-se como periodo de crescimento das plantulas o intervalo
de 10 dias (AIRES et al., 2005), contados do dia de semeadura. Ao final deste periodo, as
respectivas plantulas foram cuidadosamente retiradas dos vasos e lavadas em 4gua destilada.

Cada plantula teve suas medidas de raiz e parte aérea tomadas com um paquimetro.

Para todos os ensaios (germinacdo, desenvolvimento inicial de plantulas e emergéncia
em solo) o delineamento experimental foi totalmente casualizado. A andlise dos dados foi
feita pelo teste Mann-Whitney (p<0,05), comparando cada parametro de cada tratamento em
relagdo ao controle. No experimento de emergéncia em solo, os valores de tempo médio e de
crescimento foram desconsiderados para aqueles tratamentos em que nao houve germinagao
em pelo menos de 3 réplicas . Quando houve germinacdo em mais de trés, mas nido na
totalidade das réplicas, as médias foram ajustadas a estes valores e sé entdo analisadas

estatisticamente.

Resultados e discussao

Os extratos brutos FF e FE exibiram valores de pH a 4,57 e 4,6, ¢ de potencial
osmotico iguais e -0.26 e -0.24MPa, respectivamente. A interferéncia dos pH dos extratos
sobre a germinagdo foi descartada, pois, para que isso ocorra sdo necessario valores extremos

(SOUZA FILHO et al, 1996, citados por RIBEIRO et al., 2009). Os potenciais osmoéticos dos
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extratos nao interferiram significativamente no processo de germinagdo. No entanto, para E.
crus-galli, constatou-se o atraso da germinagdo sob tratamento com PEG 6000 na faixa
osmotica correspondentes ao extrato FF10% (-0.3 MPa). Isso deve-se ao fato de a germinagao
ser muito sensivel a solugdes de concentragdo superior a 100 mOsm, logo extratos vegetais
com osmolaridades similares ou superiores podem afetar a germinagao, independentemente de
suas propriedades fitotoxicas (GATTI et al., 2008). Diversos trabalhos empregaram esta
metodologia como uma forma de segregar os efeitos provenientes da osmolaridade, daqueles
provenientes da fitotoxicidade propriamente dita (GATTI et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2004; GATTI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009).

Neste trabalho, observou-se que os efeitos causados por este tratamento foram mais
severos do que os causados pela mesma concentracdo do extrato FE (de osmolaridade
correspondente a faixa de -0.2 MPa), quando comparados estatisticamente. Assim, as
respostas observadas na germinagao de E. crus-galli frente ao tratamento com extrato FF 10%
devem-se, a0 menos parcialmente, a sensibilidade desta espécie ao potencial osmético do
extrato. E. heterophylla e I. grandifolia ndo mostraram suscetibilidade as concentragdes

osmoticas dos extratos aquosos.
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Figura 1. Valores médios de porcentagem e tempo de germinagdo das espécies infestantes sob diferentes
concentragdes de extratos aquosos de frondes férteis de D. flexuosa. Os tratamentos foram comparados aos
controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa crus-galli, Eh = Euphorbia
heterophylla ¢ Ig = Ipomoea grandifolia. . * = diferenga significativa de %G em relagdo ao controle, # =
diferenga significativa de Tm em relagdo ao controle.
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Figura 2. Valores médios de porcentagem e tempo de germinacdo das espécies infestantes sob diferentes
concentragdes de extratos aquosos de frondes estéreis de D. flexuosa. Os tratamentos foram comparados aos
controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa crus-galli, Eh = Euphorbia
heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenca significativa de %G em relagéo ao controle, # = diferenca
significativa de Tm em relagdo ao controle.
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Figura 3. Valores médios de comprimentos radicular e de partes aéreas de plantulas de espécies infestantes
submetidas ao crescimento em extratos aquosos de frondes férteis de D. flexuosa. Os tratamentos foram
comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa crus-galli, Eh
= Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao
controle.
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Figura 4. Valores médios de comprimentos radicular e de partes aéreas de plantulas de espécies infestantes
submetidas ao crescimento em extratos aquosos de frondes estéreis de D. flexuosa. Os tratamentos foram
comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa crus-galli, Eh
= Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
controle.

Echinochloa crus-galli — Todas as concentragdes do extrato FF reduziram a
porcentagem de germinagdo. A concentracdo 10% atrasou a germinagdo (Figura 1). Todas as
concentragdes diminuiram os tamanhos radiculares e totais, e as concentragdes de 5 ¢ 10%

reduziram as partes aéreas, ¢ reduziram o tamanho total das plantulas (Figura 3 ¢ 5).

O extrato FE 10% atrasou a germinagdo, enquanto a concentragdo 2,5 acelerou o
processo (Figura 2). Todas as concentragdes do extrato diminuiram os tamanhos radiculares e

totais, enquanto 5 e 10% reduziram as partes aéreas (Figuras 4 e 5).
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Figura 5. Anormalidades de plantulas de E. crus-galli, quando crescidas sobre folhas em papel filtro umedecidas
com extratos aquosos de frondes férteis e estéreis de D. flexuosa, nas concentragdes de 2,5% , 5% e 10%. K=
controle. Intervalos da grade = lcm.

Euphorbia heterophylla — Tanto o extrato FF quanto o FE, nas concentragdes de 5 e
10%, atrasou a germinagdo, € a maior concentracdo diminuiu a porcentagem de germinagdo
(Figuras 1 e 2). Todas as concentracdes de FF diminuiram os tamanhos radiculares das
plantulas, e os extratos 5 e 10% reduziram suas partes aéreas e os tamanhos totais das
plantulas (Figura 3 e 6). Todas as concentracdes do extrato FE causaram diminui¢do das

raizes e das partes aéreas, e também dos tamanhos totais das plantulas (Figuras 4 ¢ 6).

Figura 6. Diferengas entre os tamanhos de plantulas de E. heterophylla, quando crescidas sobre folhas em papel
filtro umedecidas com extratos aquosos de frondes férteis e estéreis de D. flexuosa, nas concentracdes de 2,5% ,
5% e 10%. K= controle. Intervalos da grade = lcm.
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Ipomoea grandifolia — As respostas observadas para a espécie |. grandifolia foi
semelhante em ambos os extratos. A concentracdo 10% de FF e FE causaram atraso da
germinacdo (Figuras 1 e 2). A espécie |. grandifolia foi a mais sensivel a acdo dos extratos
quanto aos parametros de desenvolvimento inicial. Todas as concentragdes, de ambos os

tratamentos, causaram redu¢ao de todos os 6rgdos e tamanhos totais das plantulas. (Figuras 3,

4e7).

Figura 7. Anormalidades de plantulas de |. grandifolia, quando crescidas sobre folhas em papel filtro
umedecidas com extratos aquosos de frondes férteis e estéreis de D. flexuosa, nas concentragdes de 2,5% , 5% e
10%. K= controle. Intervalos da grade = 1cm.

Os extratos FE a 10% exerceram efeito inibitdrio significativo sobre a germinagao,
diminuindo sua porcentagem para as sementes de todas as espécies receptoras. Resultados
semelhantes foram obtidos para extratos aquosos de frondes estéreis de Sticherus lanuginosus
sobre a germinacdo de alface, onde a inibicdo da germinacdo foi total (MORAES &
GARCIA, 2007).

Quando submetidas aos extratos aquosos de soros, as sementes das espécies infestantes
apresentaram germinacao estatisticamente semelhante ao controle, sem qualquer interferéncia
na porcentagem ou no tempo médio, portanto nao afetadas pela presenca dos extratos aquosos

de soros (Figura 8).
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Figura 8. Valores médios de porcentagem e tempo de germinagdo das espécies infestantes sob diferentes
concentragdes de extratos aquosos de soros, obtidos de frondes férteis de D. flexuosa. Os tratamentos foram
comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa crus-galli, Eh
= Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia.

Echinochloa crus-galli, popularmente chamado de capim-arroz, ¢ considerada uma
das espécies infestantes mais problemadticas da cultura do arroz irrigado. Apresenta ampla
distribuicdo nas lavouras, crescimento competitivo e similaridades morfologicas com as
plantas do arroz, o que dificulta a aplicagdo de métodos alternativos de controle (ANDRES et
al., 2007). Altas infestagcdes de capim-arroz podem causar redugdes de até 90% no rendimento
de grios da cultura do arroz (ASPIAZU et al., 2008). A resisténcia de E. crus-galli ¢ descrita
para o composto quinclorac, muito utilizado para o controle da espécie. A resisténcia foi
comprovada e passou a ser documentada de 1999 em diante (ANDRES et al., 2007) em
regides orizicolas. Os mesmos autores atribuem as plantulas desta espécie maior sensibilidade
de partes aéreas, através das quais se da o controle quimico, em detrimento das raizes. Nesta
perspectiva, os extratos FF e FE foram muito bem sucedidos, pois afetaram as raizes em todas
as concentragdes dos tratamentos. Além da espécie infestante E. crus-galli, E. heterophylla
também apresenta bidtipos resistentes a tratamentos quimicos documentados na regido Sul do

pais (GELMINI et al., 2001; ANDRES et al., 2007).

Os efeitos observados para plantulas e sementes de E. heterophylla tratadas com
extratos de D. flexuosa (Figuras 1 a 4) mostraram sua sensibilidade aos componente dos

extratos, principalmente nas maiores concentragcdes. As maiores concentragcdes afetaram a
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germinagdo. Observou-se redugcdo do comprimento radicular em todas as concentragdes de
tratamento, e das partes aéreas nas concentragdes 5% e 10% dos extratos FF e FE. Este ¢ um
resultado interessante, que merece ser melhor investigado uma vez que esta espécie infestante
apresenta biodtipos resistentes a certos herbicidas inibidores da enzima ALS (acetolactato

sintase) (VIDAL & WINKLER, 2004; HERNANDES et al., 2005; ANDRES et al., 2007).

A espécie |. grandifolia, infestante de lavouras, ¢ descrita como tolerante ao
tratamento repetitivo com Glyphosate® em certas regidoes do Brasil. (MONQUERO &
CRISTOFFOLETI, 2003). Os mesmos autores constataram controle insatisfatorio da espécie
pelo glifosato, diagnosticando inclusive o agravamento temporal das infestagdes pela possivel
predominancia desta espécie ¢ de outras infestantes experimentadas, em relacao as demais. A
producdo de numerosas sementes e a caracteristica de dorméncia, gragas a impermeabilidade
do tegunmento a 4gua, acarreta germinagdo dispersa ao longo do tempo.Essa caracteristica
dificulta o controle ndo s6 de I. grandifolia , mas de diversas outras espécies do género. Isso
porque os herbicidas eficazes no controle dessas espécies infestantes possuem agdo residual
restrita, que dificilmente supera os 180 dias de persisténcia no solo. Devido a esse fato, os
produtores precisam, dependendo do grau de infestagdo, intervir com o controle quimico mais
vezes durante o ciclo da cultura — intervengdes estas em que geralmente se utilizam herbicidas
que deveriam possuir modos de agdo diferentes, a fim de minimizar provaveis problemas com
resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas (AZANIA et al., 2009).

E. heterophylla ¢ I. grandifolia estdo principais entre as espécies infestantes das
culturas de cana de agucar. O uso de residuos da propria colheita da cana para cobrir o solo ¢
uma forma de controlar pragas, e vem sendo largamente adotada nos cultivos de cana por seus
diversos beneficios. De acordo com Velini e Martins (1998) e Martins et al. (1999), citados
por Christoffoleti et al. (2007), este método promove excelente controle de espécies
infestantes da familia Poaceae e de dicotiledoneas cujas sementes sdo pequenas. Entretanto,
dicotiledoneas com sementes maiores, como E. heterophylla e I. grandifolia, mostraram-se

pouco sensiveis a presenca da cobertura vegetal dos residuos da cana.

Quando avaliados os efeitos dos extratos de D. flexuosa no desenvolvimento inicial das
espécies alvo, constatou-se que o crescimento radicular foi o parametro mais sensivel a agao
dos extratos (Figuras 3 e 4). Todas as concentracdes de ambos os extratos interferiram no
crescimento das raizes. Observaram-se nas plantulas germinadas diversos sintomas causados
pela toxicidade (Figuras 5, 6 e 7). Dentre as anormalidades, observou-se o aparecimento de

muitas raizes laterais, inversao do gravitropismo e a principal e mais recorrente foi a necrose
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do apice radicular. Moraes e Garcia (2007) observaram os mesmos sintomas para as espécies
alvo em sua pesquisa. Resultados semelhantes foram constatados por Peres et al (2004) ao

investigarem o potencial alelopatico de cinco espécies de Pteridaceae.

Neste trabalho, os extratos FF e FE tiveram desempenhos diferentes sobre as etapas do
desenvolvimento. FF exerceu maior interferéncia no tempo médio e na porcentagem de
germinagdo das sementes, enquanto que o extrato FE exerceu maior interferéncia nos
experimentos de crescimento e desenvolvimento inicial das plantulas. Concentragdes 5 e 10%
atrasaram mais a germinagao e observou-se que a maioria das sementes que permaneceram na
placa sem germinar entraram em processo de decomposi¢do, evidenciado pela presenca de

fungos sobre as mesmas (Figura 9).

Figura 9. Evidéncias da decomposicdo de sementes ndo germinadas ap6s 192 horas de exposi¢do aos tratamentos
de frondes férteis de D. flexuosa. A) sementes E. heterophylla x FF 10%. B) sementes de E. heterophylla x FF
5%. C) sementes de |. grandifolia x F 10%. D) sementes de | grandifolia x FF 5%.

Os resultados obtidos no experimento de solo estdo resumidos na tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios de porcentagem e tempo médio de emergéncia e de crescimento inicial de L. sativa
submetidas a diferentes fontes de aleloquimicos de D. flexuosa.. SDF= solo anteriormente colonizado por D.
flexuosa. SC = solo cultivavel. Os dados foram comparados pelo teste Mann-Whitney (p<0,05). s = diferenga
significativa em relac¢do ao respectivo controle. - = dados ndo comparados estatisticamente ao controle.

Dias ap0s | Emergéncia Tempo médio de Crescimento (mm)
aplicacdo (%) emergéncia (horas) | Raiy Parte Aérea | Total
Controle Estéril 0 62,5 108 1996 48,81 68,76
Controle Nao Estéril 0 87,5 61,67 28,01 68,22 72,14
DO 8,33 s - - - -
D2 54,17 116 11,31s  26,67s 37,98 s
D4 45,83 131,33 12,41s  32,66s 40,03 s
Estéril
D8 45,83 99 10,94s 33,69s 39,62 s
Dl6 87,5 119,33 20,33 39,33 48,69
Solo SDF D32 83,33 108,67 16,38 34,74 s 42,58
DO 0 - - - -
D2 8,33 s - - - -
Niio D4 4,175 - - - -
estéril D8 4,17 s _ _ - _
D16 12,5s - - - -
D32  12,5s - - - -
DO 12,5s 132 - - -
D2 62,5 77,33 s 12,15 52,69 57,54
D4 16,67 s 88s 15,93s 49,70 65,63
Estéril
D8 20,83 s 116 20,31 48,78 70,09
D16 79,17 89,67 s 24,39s 56,61 64,46
D32 58,33 74,33 s 20,31 49,78 70,09
SC + Extrato 10%
DO 29,17s 112s 12,46 s 43,98s 51,13
D2 41,67 s 86 20,41s 50,84 71,25
Nio D4 54,17 112,67s 16,12s  39,34s 55,45
esteril  pg 50,05 65,33 22,37s 5581 78,18
D16 58,33 104,67 s 17,14s 52,19 69,83
D32 4,175 . - . .
DO 0 . . . .
D2 45,83 68 11,82s 46,40 58,42
D4 4,175 - - - -
Estéril
D8 16,67 s 88 17,0s 34,97 51,97s
D16 4,17s - - - -
SC + Frondes pulverizadas D32 54,17 90,67 23,49 56,18 71,43
(3%) DO  833s - - - -
D2 16,675 116 631s  20,89s 2720's
Nao D4  833s - - - -
estéril
D8 12,55 68 9,71s  50,36s 60,07 s
D16 25,0s 98s 13,68s 43,70 57,38

D32  8,33s - - - -
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Embora tenham ocorrido diferentes porcentagens de germinagdo nos controles, nao
houve diferenca significativa entre as percentagens de germinacdo entre os substratos

esterilizados e nao esterilizados.

Como a germinagdo ¢ considerada menos sensivel aos aleloquimicos que o
crescimento da plantula, a sua quantificacdo experimental ¢ muito mais simples, pois para
cada semente o fendmeno é discreto, germina ou ndo germina (FERREIRA & AQUILA,
2000). Neste experimento verificou-se diminui¢ao da percentagem de germinagdo com
freqliéncia, por isso os valores de tempo médio e crescimento foram desconsiderados para
aqueles tratamentos em que ndo houve germinag¢do em pelo menos 3 réplicas (lacunas na

Tabela 1).

Solo cultivavel tratado com frondes pulverizadas (3%6) - O tratamento com frondes
pulverizadas a 3% inibiu a germinacdo em solos cultivaveis ndo esterilizados de DO a D32.
Constatou-se diferenga significativa no aumento do tempo médio para germinacao do 2° e 16°
dias apds aplicacdo do tratamento. Para todos os tamanhos radiculares houve diminui¢do
significativa, e para aquelas sementes cujos tempo médio ndo foi significativo, constatou-se
reducdo de todos os 6rgaos e tamanhos totais. Quando aplicado em solo estéril, o tratamento
inibiu a germinacdo a partir de D4 a D16. Houve redugdo do tamanho das raizes para as

plantulas de D2 e dos tamanhos radiculares e totais para as de D8

Solo anteriormente colonizado por D. flexuosa. - No substrato esterilizado
observamos decréscimo inicial da porcentagem de germinacgdo (DO0), e redug¢do de todos os
orgaos e tamanhos totais para as plantulas de D2 a D8, e das partes aéreas para as plantulas de
D32. O processo de esterilizagao por autoclavagem esta relacionado a uma variagao brusca de
temperatura. Durante o processo, além da elimina¢do da microbiota, pode ter ocorrido a perda
de bioatividade dos aleloquimicos do solo. J4 no solo ndo esterilizado, todas as porcentagens
de germinagdo foram sensivelmente menores que o respectivo controle. As populagdes de
microrganismos no substrato nao autoclavado devem estar equilibrio, mantendo a integridade
do solo e viabilizando que a inibi¢do da germinacdo se mantivesse ao longo dos 32 dias. Além
disso, a quantidade de aleloquimicos acumulada naturalmente no solo parece ser maior que
aquelas presentes nos demais tratamentos, causando efeitos inibitorios mais severos na

propria germinagao.

Solo cultivavel tratado com extrato aquoso 10% - No solo ndo esterilizado tratado

com extrato 10%, a maioria das porcentagens de germinacdo variou em relacdo ao controle e
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ao longo dos dias apds a aplicagdo do tratamento. A intermiténcia de inibigdo entre os
periodos de semeadura pode ser devida a instabilidade das populagdes de microrganismos,
provocada pela acdo do extrato, que resulta na oscilagdo dos efeitos sobre a germinacao

(Tabela 1).

As porcentagens de germinagdo observadas para os solos estéreis SDF e o com extrato
10%, aumentam a partir de D4. Dentre os D32 destes tratamentos, ocorreu maior porcentagem
de germinac¢do em solo de D. fexuosa, para o qual se supde a perda de atividade dos
aleloquimicos. E possivel que a inibi¢do verificada no solo esterilizado de D. flexuosa seja
proveniente de dois fatores: perda de atividade dos aleloquimicos e remocdo da microbiota,
pois o solo cultivavel estéril tratado com extrato (aleloquimicos ndo desintegrados pela
autoclavagem) apresentou menores porcentagens de germinacao. Uma vez que a inativagao
dos aleloquimicos resultou apenas em interferéncia parcial, a microbiota em questdo deve
desempenhar funcao de amplificar o efeito toxico dos aleloquimicos. Este comportamento foi
um padrio entre todos os tratamentos, pois em substrato ndo esterilizado os efeitos foram
sempre mais severos para todos os tratamentos. De acordo com esta possibilidade e com os
resultados observados para este experimento, verificou-se que a presenca de microrganismos
no solo ¢ muito importante e, neste caso particular, determina maior toxicidade aos efeitos dos

aleloquimicos.

Para KAUR et al. (2009), a alta disponibilidade de um quimico para espécies alvo em
experimentos in vitro deve decrescer a niveis atoxicos depois de sua introdugdo no solo. No
caso destes autores, a substancia em questdo tornava-se mais escassa € ineficiente quando
transformada pela microbiota. Para Harbone (1997), citado por Lipinska e Harkot (2007) a
atividade da microbiota medeia a interacdo de compostos alelopaticos com o ambiente,
através da transformacdo de produtos de plantas particulares em compostos atdxicos ou de
toxicidade ainda maior, como verificado para os substratos e tratamentos testados. Além da
microbiota, a interagdo aleloquimicos - ambiente também ¢ condicionada por propriedades

fisico-quimicas do solo e através da habilidade de acoplar compostos organicos.

Observou-se para as amostras tratadas com frondes pulverizadas um aumento da
compactagdo do solo com o decorrer do tempo. Um dos efeitos da compactacdo ¢ a
diminui¢do de oxigénio no solo. A baixa concentracdo deste elemento ¢ frequentemente
associada a espagos limitados entre os poros (solos compactados) e com baixas taxas de

difusdo de oxigénio (g O, x 10 -8/cm? /minuto). Boas condi¢des de aeragdo e oxigenacgdo e de
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capilaridade do solo sdo essenciais aos processos de germinacao e desenvolvimento radicular
(BLUM, 2006). A alteracdo de compactacdo e textura do solo pode ser um fator além da

toxicidade, impedindo a germinag¢do e dificultando o desenvolvimento das plantulas de alface.

O solo coletado na area ocupada por D. flexuosa aparentemente sofreu acumulo de
aleloquimicos pelas diversas vias de acesso destes compostos ao ambiente. Ao serem
liberados para a rizosfera, os exsudados de raizes exibem grande impacto ecologico nao
somente para a propria planta, mas também sobre a macro ¢ microbiota do solo. Também
influenciam os microrganismos da rizosfera, alteram a resisténcia a patégenos, garantem
simbioses benéficas, modificam as propriedades quimicas e fisicas do solo e inibem (ou
estimulam) o crescimento de outras espécies (LIPINSKA & HARKOT, 2007; WEIR &
VIVANCO, 2008).

De acordo com Inderjit ¢ Weiner (2001), citados por Lipinska e Harkot (2007), as
influéncias diretas da alelopatia parecem ser menos essenciais do que seus efeitos indiretos. A
interpretacdo dos resultados deve ser através de enfoque ecoldgico sobre o solo e as
particularidades das espécies. O fato de que substancias alelopaticas acumuladas no solo
impdem heterotoxicidade ja foi documentado para Dicranopteris linearis, quando verificado
que apos 3 anos de remog¢do da populacdo, havia ainda 40% da area sem qualquer ocupagdo
por outras espécies (TET-VUN & ISMAIL, 2006). Além disso, os autores contataram que os
niveis de compostos fenolicos hidrossoliveis no solo infestado por D. linearis eram muito
superiores aqueles verificados para solo ndo infestado. Também observaram supressdo de

crescimento para espécies bioindicadoras.

Quando analisada a composi¢ao quimica de frondes de D. flexuosa, resultados de
cromatografia em camada delgada e de fragdes semipurificadas sugeriram a presenca de
terpenos e compostos fendlicos, e auséncia de alcaldides. A presenca dos terpenos parece ser
uma tendéncia nas Gleicheniaceae, uma vez que estudos anteriores feitos por Aoki (1997) e
Munesada et al. (1992), citados por Silva (2007), isolaram terpenos de Gleichenia pectinata,

Dicranopteris linearis e D. pedata, os quais apresentaram potencial alelopatico para alface.

Apesar da insensibilidade destas espécies para diversos métodos de controle, quimicos
ou ndo, todas elas responderam com sensibilidade aos tratamentos de D. flexuosa. Nas
maiores concentracdes observaram-se os danos mais severos as sementes € plantulas das

espécies.



45

E possivel que os tratamentos de D. flexuosa resultem em efeitos pré e pos-
emergéncia. A reunido de efeitos pré e pds-emergentes, pode representar grande vantagem
dos extratos aquosos de D. flexuosa sobre outros tratamentos quimicos para o controle das
espécies infestantes estudadas. Resta verificar se em condi¢gdes ambientais de agrossistemas
os efeitos descritos neste manuscrito se manifestam, ao menos parcialmente, para as espécies

infestantes.
Conclusodes

Tanto os extratos de frondes férteis quanto de frondes estéreis de D. flexuosa interferem
no crescimento inicial de Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla, Ipomoea

grandifolia.

Os aleloquimicos de frondes e de exsudados de D. flexuosa afetaram a espécie
bioindicadora L. sativa em substrato solo, ressaltando que a espécie doadora exerce efeitos de

heterotoxicidade também em condi¢des experimentais.

Considerando a toxicidade dos tratamentos sobre espécies infestantes e bioindicadora
quando testadas em diferentes substratos, D flexuosa tem grande potencial como uma fonte de

compostos quimicos para a elaboragcdo de um herbicida verde.
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Capitulo 2

POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE GLEICHENELLA
PECTINATA SOBRE ESPECIES INFESTANTES DE CULTURAS

“Pensa como os sabios, mas fala como falam as pessoas simples”

(Aristoteles)
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POTENCIAL ALELOPATICO DE EXTRATOS DE Gleichenella pectinata (Willd.)
Ching. SOBRE ESPECIES INFESTANTES DE CULTURAS'

RESUMO - No presente trabalho foram feitos bioensaios para determinar o potencial
alelopatico dos extratos aquosos de frondes adultas de Gleichenella pectinata em dois
estagios fisiologicos (fértil e estéril) sobre a porcentagem e o tempo médio de germinagdo, e
crescimento inicial de trés espécies de plantas infestantes de culturas (Echinochloa crus-galli,
Ipomoea grandifolia, Euphorbia heterophylla). Foram feitos quatro tratamentos com extratos
aquosos (0, 2,5, 5 e 10%), com cinco repeticdes. Cada tratamento consistiu de 30 sementes
para a germinagdo e 10 plantulas para o crescimento da radicula e do hipocotilo/coledptilo. O
crescimento das raizes foi o pardmetro mais sensivel aos aleloquimicos de frondes de G.
pectinata para as trés espécies estudadas. Todos os extratos prejudicaram o crescimento da
raiz das trés espécies alvo, exceto a menor concentracdo de frondes estéreis sobre E.
heterophylla. Os extratos de frondes estéreis atrasaram a germinagdo de E. heterophylla e E.
crus-galli nas concentragoes 5 ¢ 10%. A maior concentragdo dos extratos de frondes férteis

reduziu a porcentagem de germinagao das trés espécies-alvo.

Palavras chave: Alelopatia, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla, Ipomoea

grandifolia, Pteridofita

ABSTRACT- Allelopathic potential of Gleichenella pectinata extracts on weed species. This
work aims to determine through bioassays the allelopathic potential of aqueous extracts
Gleichenella pectinata in two physiological stages (fertile and sterile) over the percentage
and average time of germination, besides initial growth of three species of crop weeds
(Echinochloa crus-galli, Ipomoea grandifolia, Euphorbia heterophylla). Four aqueous
treatments were made (0, 2,5 , 5 and 10%), with five replications. Each plot consisted of 30
seeds for germination and 10 seedlings for initial growth of root and hypocotyl / coleoptile.
Root growth was the most sensitive parameter to G. pectinata allelochemicals, for the three
species. All extracts damaged root growth of target species, excepting the lower concentration
of sterile fronds extracts over E. heterophylla. Sterile frond extracts caused a delay on E. crus-

galli and E. heterophylla germination under concentrations 5 and 10%. The higher
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concentration of fertile frond extract decreased germination percentage of the three target
species.

Key words: Allelopathy, Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla, Ipomoea
grandifolia, Pteridophyta

Introducéo

Todos os anos as espécies infestantes provocam um prejuizo de cerca de U$95 bilhdes
(FAO, 2009) em nivel mundial. Além de comprometer o rendimento, ainda podem dificultar o
manejo, a colheita da cultura de interesse e causar necessidade de controle, elevando o custo
da producao pelo investimento em insumos agricolas. A principal forma de manejo das
plantas infestantes de cultura ¢ por meio dos herbicidas sintéticos (HONG et al., 2004), e s6
no Brasil os gastos com esses produtos superaram U$4,6 bilhdes em 2008 (SINDAG, 2008).
Definidas como plantas que crescem em locais indesejaveis, as espécies infestantes competem
por recursos com as culturas de interesse e causam a diminui¢do das colheitas. As suas
sementes podem se acumular no solo, perpetuando o problema nas safras subsequentes. Cerca
de 7000 espécies infestantes ja foram identificadas e estima-se que duas a trés centenas delas

sdo nocivas aos sistemas cultivaveis no mundo (VYVYAN, 2002).

A evolu¢do de populagdes de plantas infestantes resistentes aos herbicidas é um
problema crescente em muitos paises. O fendmeno de resisténcia aos herbicidas ocorre
mundialmente e ¢ caracterizado pela diminui¢cdo da resposta de uma populacdo a produtos
quimicos, em sua dose recomendada (GELMINI et al., 2001). O surgimento de plantas com
esta caracteristica resulta de um processo dinamico de evolugdo, pela adaptacdo destas as
perturbagdes ambientais causadas por distirbios naturais ou pelo homem através da
agricultura. Este processo continua na atualidade, em resposta & modernizagdo da agricultura.
Os herbicidas aplicados no controle das plantas infestantes tem proporcionado uma evolugao
bastante rapida das mesmas, tornando-as, em algumas situacdes, resistentes a estes produtos

quimicos (CHRISTOFFOLETI et al., 1994).

Em agrossistemas comprometidos pela presenga de espécies infestantes, o emprego
freqiiente de um herbicida ou de diversos herbicidas com o mesmo espectro de controle e
mecanismo de a¢do, pode selecionar espécies tolerantes ao longo do tempo. Da mesma forma,

herbicidas com efeito residual curto podem selecionar espécies com germinagdo tardia
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(MONQUERO & CRISTOFFOLETI, 2003). A aplicacdo recorrente de um mesmo
tratamento, por varios anos, pode selecionar biotipos resistentes na populacdo da espécie
infestante em questdo. Assim, ao longo do tempo, a ocorréncia de individuos suscetiveis decai
e, em contrapartida, eleva-se o numero de individuos tolerantes ou a manifestacdo de bidtipos
resistentes. Os individuos de bidtipos resistentes geralmente pré-existem na populagdo da
espécie, mas em baixa freqiiéncia (GELMINI et al., 2001). Este tipo de situacdo ocorre
geralmente em sistemas intensivos de monocultivo, onde os herbicidas sdao aplicados com o

objetivo de eliminar quase toda a populagdo de plantas infestantes incidentes

(CHRISTOFFOLETI et al., 1994).

Uma das caracteristicas destes biotipos é a alta diversidade genética, porque se
desenvolvem e evoluem em ambientes geralmente hostis (VIDAL & WINKLER, 2004). De
acordo com os autores, a alta diversidade genética ¢ comum principalmente entre populagdes
de espécies anuais, justificando ao menos parcialmente que o fendmeno de resisténcia aos
herbicidas, em escala mundial, seja observado para espécies anuais.

Em 1971 Wittaker e Feeny cunharam o termo aleloquimico (allelochemics) para
designar agentes quimicos de importdncia essencial para a adaptacdo de espécies e
organizagdo das comunidades. Chou e Waller (1983) usaram a palavra aleloquimica
(allelochemicals) para abordar as interagdes bioquimicas entre organismos em niveis inter e
intra-especificos (CHOU, 1999). Das centenas de aleloquimicos conhecidos, poucos tém seu
modo de acdo completamente elucidado. Muitos aleloquimicos atuam por de mecanismos nao
desempenhados pelos herbicidas sintéticos. Alguns destes mecanismos incluem a sintese de
aminoacidos, sintese de pigmentos, fun¢des da membrana plasmatica, fotossintese, sintese de

lipideos e sintese de acidos nucléicos (VYVYAN, 2002).

Algumas espécies de pteridofitas exibem forte mecanismo de domindncia nas areas
onde crescem, formando associagdes quase puras, onde poucas espécies coexistem (PERES et
al., 1998; PERES et al., 2004; FARIAS et al., 2007; MULLER et al., 2007). Este mecanismo
de dominancia ¢ observado desde os tropicos até as margens de florestas boreais, inclusive
para espécies do género Gleichenia, em especial G. japonica Spr. ¢ G. pectinata (Willd.) Pr.
(PERES et al., 1998; PERES et al.,, 2004). Tais espécies contém fitotoxinas capazes de
interferir na germinacdo e no desenvolvimento inicial de certas espécies vegetais (PERES et

al., 2004).
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Gleichenella pectinata (Willd.) Ching pertence a familia Gleicheniaceae, composta
por cerca de 130 espécies conhecidas. O género Gleichenella, entretanto, representa esta tinica
espécie, que se ocorre amplamente distribuida desde o sul do México, América Central,
Antilhas, Colombia, Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Trinidad, Equador,
Peru, Bolivia até o Brasil. E exclusivamente heliofita e caracteriza-se por possuir hébito
terrestre com rizoma longamente rasteiro, predominando em barrancos ensolarados de
margens de estradas ou antigas areas de cultura nos morros do litoral (PRADO, 2005;
LEHMANN, 2008). Ambientes impactados por sucessivas degradagdes e regeneragdes
sofrem perdas de nutrientes minerais do solo ¢ passam a abrigar algumas espécies de
pteridofitas dos géneros Pteridium (Dennstaedtiaceac), Gleichenia e Gleichenella
(Gleicheniaceae). A espécie Gleichenella pectinata ¢ descrita como uma das primeiras
plantas a ocuparem areas degradadas (LEHMANN, 2008).

Investigacdes sobre o potencial alelopatico de pteriddfitas sdo descritos na literatura, e
abordam diferentes géneros deste grupo vegetal. Estudos com espécies de Gleicheniaceae
descrevem o uso de extratos de diversas propriedades quimicas sobre etapas do
desenvolvimento de espécies bioindicadoras como alface, cebola (Allium cepa L.) e milho
(Zea mays L.) (SOARES & VIEIRA, 2000; MULLER et al., 2007; CAMPOS et al., 2008), e
o teste do potencial alelopatico de G. pectinata sobre a germinagdo e o crescimento inicial de
alface (Lactuca sativa L.) confirmou a atividade alelopatica desta espécie (SOARES &
VIEIRA, 2000). Existem poucos registros sobre a comparagdo de diferentes estagios
fisiologicos de frondes verdes maduras de Gleicheniaceae como fontes doadoras de
aleloquimicos (MORAES & GARCIA, 2007) e nenhuma das referéncias consultadas testou
espécies infestantes de culturas como alvo.

Em bioensaios de alelopatia recomenda-se a inclusdo de espécies monocotiledoneas e
dicotiledoneas como alvo (VYVYAN, 2002; DAYAN et al, 2009). Para este estudo
selecionou-se Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv. (Poaceae), Euphorbia heterophylla L.
(Euphorbiaceae) e Ipomoea grandifolia (Dammer) O'Donell (Convolvulaceae). As trés
espécies sdo infestantes de culturas, e exibem algum tipo de insensibilidade aos herbicidas
comerciais recomendados para seu controle, devido as particularidades de tolerancia ou de
resisténcia. Sao descritas como infestantes de culturas anuais e perenes em quase todo
territério nacional, e causadoras de grandes impactos em sistemas agrocultivaveis
(MONQUERO & CRISTOFFOLETI, 2003; VIDAL & WINKLER, 2004; ALIOTTA et al.,
2006).
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O objetivo neste trabalho foi testar e comparar o potencial alelopatico dos extratos
aquosos de frondes verdes férteis ¢ estéreis de G. pectinata sobre a germinagdo e o

desenvolvimento inicial destas trés espécies infestantes de culturas.

Material e Métodos

Foram coletados exemplares de Gleichenella pectinata (Willd.) Ching no estuario do
Rio Massaguagu (23°37°20’S e 54°21°25°°0), no municipio de Caraguatatuba, Sdo Paulo,
Brasil. As coletas foram realizadas no més de mar¢o de 2009. Exsicatas foram incorporadas
ao acervo do Departamento de Botanica da UFSCar (HUFSCar), sob os niimeros 7504 ¢
7505. Todos os bioensaios ocorreram nos Laboratorios de Sistematica e Ecologia Quimica, e

de Sementes, ambos do Departamento de Botanica — UFSCar.

O corpo d’agua do Rio Massaguagu corre em paralelo a costa, até a foz, constituindo
um estuario cego em sua por¢ao final. Uma barra de areia ¢ formada de tempos em tempos e
impede a vazdo da agua do rio para o encontro com o mar. Com a elevagdo do nivel de agua
do rio, a barra se rompe periodicamente e permite a vazio. Foram determinados trés pontos de

coleta na regido estuarina, correspondentes a trés populagdes distintas de G. pectinata.

O material teve seus foliolos separados e colocados em bandejas distintas, triados de
acordo com seu estado fenoldgico — fértil ou estéril — pela presenca ou auséncia de estruturas
reprodutivas (soros). Os ramos foram levados 4 estufa a 40'C, até a estabilizacio da massa
(cerca de 80 horas). Os materiais foram triturados em moinho mecanico e congelados até sua
utilizacao. Os foliolos férteis passaram pelo processo de moagem com os soros. Para preparo
dos extratos o material botanico foi misturado com &4gua destilada na propor¢do de 1:9
massa/volume. As misturas foram levadas a geladeira, e apds 24 horas, foram filtradas com
duas folhas de papel filtro (80g.m™, 205um) , obtendo assim os extratos aquosos brutos de
frondes férteis (FF) e estéreis (FE), na concentracdo 10%. Apos a filtragem, as diluicdes de
5% e 2,5% foram preparadas a partir de fragdes da primeira concentra¢do obtida. Os extratos
aquosos de G. pectinata foram testados sobre sementes das espécies infestantes Echinochloa
crus-galli, Ipomoea grandifolia e Euphorbia heterophylla, que foram obtidas comercialmente

e mantidas em geladeira até a sua utilizacao.
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Testes preliminares (AZANIA et al., 2003) aos experimentos foram conduzidos para
verificar qual ¢ o melhor método de supera¢ao de dorméncia das sementes I. grandifolia. As
sementes foram escarificadas através do método quimico, submergindo-as em acido sulftrico

(H2SO4 PA) puro, por 4 minutos.

Os experimentos foram realizados em duas etapas. Na primeira etapa foram testados os
efeitos alelopaticos dos extratos de G. pectinata sobre a germinagdo de E. crus-galli, E.

heterophylla e I. grandifolia.

Na primeira parte foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de didmetro. Cada placa foi
lavada com é4gua destilada, recebeu dois discos de papel filtro (80 g m™, 205um.) e foi
esterilizada em microondas, durante 4 minutos em poténcia maxima. Cada uma das placas
recebeu 5 mL do respectivo extrato e 30 sementes da respectiva espécie alvo. Em seguida,
foram vedadas com filme de PVC para evitar o dessecamento (RIBEIRO et al., 2009).
Posteriormente, as placas com as sementes e extratos foram incubadas em camara climatizada
(estufa BOD), sob temperatura de 28°C e alternancia de fotoperiodo de 12 horas. Durante o
periodo de escuro, as placas foram expostas a luz apenas durante as contagens, realizadas de
12 em 12 horas, até a 192% hora. Foram consideradas germinadas as sementes com protrusao
radicular maior ou igual a 2 mm (BRASIL., 1992). Em cada contagem foram retirados das

placas os individuos germinados, evitando recontagem.

A segunda parte dos experimentos consistiu na andlise dos efeitos alelopaticos dos
extratos de G. pectinata sobre o crescimento e desenvolvimento das plantulas das espécies
infestantes. Caixas plasticas transparentes (8x13x5cm) foram esterilizadas com alcool 70%.
Cada caixa recebeu duas folhas de papel filtro (80 g m™, 205 um.), previamente esterilizadas
em autoclave, e 12 mL do extrato. Foram aplicados os seis tratamentos com extratos aquosos
a 2,5; 5,0 e 10 %, mais controle em agua destilada. Para cada tratamento e controle foram
feitas cinco réplicas. Dez sementes pré-germinadas em agua destilada com protrusao de 3+ 1

mm, foram transferidas para cada caixa com o respectivo tratamento (RIBEIRO et al., 2009).

O intervalo decorrido entre a semeadura e germinacdo varia de espécie para espécie. A
transferéncia das sementes de |. grandifolia (escarificadas) e de E. heterophylla deu-se 24
horas apds sua semeadura em agua, e as de E. crus-galli requereram 72 horas para emitirem
minimamente 2 mm de qualquer parte do embrido. A partir da transferéncia das plantulas
para as caixas com extratos, estabeleceu-se o periodo 120 horas a para que fossem tomadas as

medidas de raiz (do apice até a base radicular) e da parte aérea (da base do caule até o apice
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das folhas) de cada individuo, com auxilio de um paquimetro. Todos os individuos foram

medidos.

O pH e o potencial osmético de cada um dos extratos foram medidos e comparados com
informacgdes na literatura e com dados do bioensaio de controle osmético, realizado com
Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) (VILLELA et al., 1991). Para este bioensaio utilizou-se a

mesma metodologia descrita para os bioensaios de germinagao.

O experimento teve desenho totalmente casualizado, com cinco réplicas e controle com
agua destilada. Todas as concentragdes dos extratos FF e FE foram utilizadas sobre todas as

espécies alvo.

Para as analises estatisticas utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney, a fim de
verificar quais concentracdes de tratamento apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)

em relagdo ao controle, e também investigar diferengas entre os extratos FF e FE.

Resultados e Discussao

Os extratos brutos FF e FE exibiram valores de pH a 4,63 e 4,55, e de potencial
osmotico iguais a -0,28 e -0,23MPa, respectivamente. Os potenciais osmoticos dos extratos
ndo interferiram significativamente no processo de germinagdo. No entanto, para E. Crus-
galli, constatou-se o atraso da germinagdo sob tratamento com PEG 6000 na faixa osmotica
correspondentes ao extrato FF10% (-0,3 MPa). Isso deve-se ao fato de a germinagdo ser muito
sensivel a solugdes de concentracdo superior a 100 mOsm, logo extratos vegetais com
osmolaridades similares ou superiores podem afetar a germinagao, independentemente de suas
propriedades fitotoxicas (GATTI et al., 2008). Esta metodologia ja foi empregada por
diversos autores como uma como uma forma de separar efeitos oriundos da osmolaridade e da
toxicidade (GATTI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; GATTI et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2009). Assim, as respostas observadas na germinagao de E. crus-galli frente ao tratamento
com extrato FF 10% devem-se, ao menos parcialmente, a sensibilidade desta espécie ao
potencial osmotico do extrato. Os efeitos causados por este tratamento foram mais severos do

que os causados pela mesma concentragdo do extrato FE (de osmolaridade correspondente a
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faixa de -0,2 MPa), quando comparados estatisticamente. E. heterophylla e I. grandifolia ndo

se mostraram suscetiveis as concentragdes osmoticas dos extratos aquosos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de porcentagem e tempo de germinagdo das sementes e crescimento inicial
das plantulas de E. crus-galli, E. heterophylla I. grandifolia submetidas a diferentes concentra¢des dos
extratos de Frondes Férteis (FF) e estéreis (FE) de Gleichenella pectinata. Os dados foram analisados
pelo teste Mann-Whitney (p < 0,05). Valores seguidos por * representam diferengas significativas em
relagdo ao controle e os valores em negrito representam diferengas significativas entre os dois extratos

de mesma concentracao.

Concentracao Tempo médio de  Crescimento (mm)
dos  extratos Germinago germinacao Parte
(%) ) (horas) Raiz Aérea Total
Controle 0 77,33 72,12 45,98 39,07 85,06
2,5 68 60,58%* 19,04* 34,64 53,68%*
FF 5 68,67 66,37 6,98*  18,32* 25,31%*
Echinochloa crus-galli 10 59,33* 83,12* 6,97*  18,84* 25,81*
2,5 70,67 79,36 30,44* 50,64 81,08
FE 5 63,33 87,92% 15,28* 21,65%* 36,93*
10 66 104,59* 9,74*  9,26* 19,01*
Controle 0 87,33 39,62 59,03 79,32 140,64
2,5 82,67 41,82 22,60* 58,35 79,28*
FF 5 81,33 43,83 8,78*%  31,84* 40,66*
Euphorbia heterophylla 10 54* 51,09* 1,06*  2,14* 3,31*
2,5 76,67 48,45 40,93 90,01 130,90
FE 5 7533 52,17* 11,3%  43,47* 54,78*
10 73,33 72,84% 8,37%  23,49% 31,86%*
Controle 0 85,33 38,2 56,24 73,95 130,20
2,5 80 32,04 20,54* 57,38 77,93%
FF 5 78 37,07 9,01*  30,83* 39,85%
Ipomoea grandifolia 10 59,33* 49,48%* 8,76*  15,73* 24,49*
2,5 75,33 39,61 37,01* 90,42 127,4
FE 5 80,67 41,11 11,74* 40,2* 51,94*

10  66* 53,47* 9,42*%  13,36% 22,79%
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Echinochloa crus-galli — O extrato FF10% aumentou significativamente o tempo
médio de germinagdo das sementes e reduziu a porcentagem de germinagdo, enquanto a

concentragdo de 2,5% acelerou o processo germinativo (Figura 1).

Todas as concentragdes do extrato FF diminuiram os tamanhos das raizes em relagao
ao controle e afetaram os tamanhos totais das plantulas, enquanto que as partes aéreas

apresentaram-se significativamente menores nas concentragdes 5% e 10% (Figura 3).
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Figura 1. Valores médios de porcentagem e tempo de germinacdo das espécies infestantes sob
diferentes concentragdes de extratos aquosos de frondes férteis de G. pectinata. Os tratamentos foram
comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa
crus-galli, Eh = Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenca significativa de %G

em relacdo ao controle, # = diferenca significativa de Tm em relagdo ao controle.
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Figura 2. Valores médios de porcentagem e tempo de germinacdo das espécies infestantes sob
diferentes concentragdes de extratos aquosos de frondes estéreis de G. pectinata. Os tratamentos foram
comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec = Echinochloa
crus-galli, Eh = Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenga estatisticamente

significativa em relagdo ao controle.

Os extratos FE 5% e 10% atrasaram a germinacdo das sementes (Figura 2). Todas as
concentragdes diminuiram o crescimento das raizes, e os tratamentos 5 ¢ 10% reduziram o
crescimento de partes aéreas e os tamanhos totais das plantulas (Figura 4). Constatou-se ainda
que o atraso da germinacao foi mais expressivo para os tratamentos com extrato FE, enquanto
que as raizes e partes aéreas sofreram maior redu¢do quando tratadas com concentragdes dos

extratos FF (Figura 5).
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Figura 3. Valores médios de comprimentos radiculares e de partes aéreas de plantulas de espécies
infestantes submetidas ao crescimento em extratos aquosos de frondes férteis de G. pectinata. Os
tratamentos foram comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec
= Echinochloa crus-galli, Eh = Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenga

estatisticamente significativa em relagdo ao controle.

Euphorbia heterophylla — A maior concentragdo do extrato FF reduziu a porcentagem
e aumentou o tempo médio de germinacdo das sementes (Figural). Todos os tratamentos FF
reduziram as raizes e os tamanhos totais das plantulas. As concentragdes 5% e 10% causaram
reducdo das partes aéreas (Figura 3). Para os extratos FE, observou-se que as concentragdes
5% e 10% atrasaram a germinagdo das sementes (Figura 2), e reduziram as raizes e partes

aéreas das plantulas, afetando também seus tamanhos totais (Figura 4).
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Figura 4. Valores médios de comprimentos radiculares e de partes aéreas de plantulas de espécies
infestantes submetidas ao crescimento em extratos aquosos de frondes estéreis de G. pectinata. Os
tratamentos foram comparados aos controles pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney (p < 0,05). Ec
= Echinochloa crus-galli, Eh = Euphorbia heterophylla e Ig = Ipomoea grandifolia. * = diferenca

estatisticamente significativa em relagéo ao controle.

A concentragdo 10% do extrato FF causou maior reducdo da porcentagem de
germinagdo em relagdo a mesma concentragdo do extrato FE (Tabela 1). Os comprimentos
das raizes e os tamanhos totais das plantulas foram mais afetados pelos tratamentos FF 10% e
2,5%, quando comparados com as respectivas concentragdes do extrato FE (Figuras 3 e 4,

melhor visualizados na Figura 5 e Tabela 1).
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Figura 5. Anormalidades de plantulas de E. crus-galli, E. heterophylla e I. grandifolia
quando crescidas sobre folhas em papel filtro umedecidas com extratos aquosos de frondes
férteis e estéreis de Gleichenella pectinata, nas concentragdes de 2,5% , 5% e 10%. K=

controle. Intervalos da grade = Icm.
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Ipomoea grandifolia — O extrato FF 10% reduziu a porcentagem de e aumentou o
tempo médio de germinagdo das sementes (Figura 1). Todas as concentragdes deste extrato
provocaram reducdo das raizes e dos tamanhos totais das plantulas, enquanto que as
concentragdes 5% e 10% causaram diminuicdo das partes aéreas (Figura 3). A maior
concentragdo do extrato FE também reduziu a porcentagem e atrasou a germinacao (Figura 2),
e todas as concentragoes reduziram os tamanhos radiculares. Os tratamentos com extratos FE
5% e 10% provocaram a diminui¢do das partes aéreas e dos tamanhos totais das plantulas

(Figura 4).

O extrato FF 10% foi mais efetivo na redu¢do do comprimento radicular e a mesma
concentragdo do extrato FE reduziu mais o tamanho total das plantulas de I. grandifolia

(Tabela 1 e Figura 5).

Os efeitos dos tratamentos sobre sementes de E. heterophylla, E. crus-galli e I.
grandifolia foram semelhantes no bioensaio de germinagdo. O extrato FF 10% mostrou-se
efetivo em diminuir as porcentagens de germinagdo e aumentar os tempos médios em relagao
ao controle. Os extratos FE 5 e 10% provocaram atraso da germina¢do das sementes de E.
heterophylla ¢ E. crus-galli enquanto que I. grandifolia sofreu alteragdes na maior

concentracao.

Os efeitos da toxicidade dos extratos aquosos de G. pectinata ja foram tema de estudos
com diferentes abordagens. A anatomia de células meristematicas de alface (Lactuca sativa
L.) (PERES et al., 1998; SOARES & VIEIRA, 2000; MULLER et al., 2007) e milho (Zea
mays) (CAMPOS et al., 2008) sofreram alteracdes pela inibi¢do do crescimento radicular ou
da germinacao propriamente dita, possivelmente gragas as interferéncias nos ciclos celulares e
devido a alteragdes cromossomicas. Também constataram atraso no processo de divisdo
celular e aumento do ntimero de células interfasicas e mortas. Como efeitos clastogénicos
foram observados quebras cromossomicas, ligagdes ¢ fragmentagdes ¢ também segregacao
tardia (CAMPOS et al.,, 2008). Extratos etanolicos brutos de G. pectinata inibiram o
crescimento radicular de plantulas de cebola (Allium cepa L.) na menor concentragdo
ensaiada. Também consta na literatura a ocorréncia de estimulo no desenvolvimento do
coledptilo da espécie alvo, e fracdes de extratos da espécie doadora, em diferentes
concentragdes, provocaram atraso na germinagio de sementes de cebola (MULLER et al.,
2007). Todos os trabalhos consultados sdo conclusivos sobre o potencial alelopatico das

frondes verdes da espécie G. pectinata. No presente estudo, constatou-se que os efeitos
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oriundos da toxicidade dos extratos atingem também as espécies infestantes de culturas

ensaiadas, interferindo no desenvolvimento das suas sementes e plantulas.

A diversidade de componentes quimicos e produtos do metabolismo das frondes
verdes devem variar qualitativa e quantitativamente ao longo do ciclo de vida da espécie
doadora. Nao foram encontrados registros de trabalhos que discutam as diferencas
metabolicas entre os estagios fenoldgicos. Tais informagdes poderiam justificar as diferencas
de desempenho encontradas entre os extratos FF e FE, quando comparados estatisticamente

entre si, nas respectivas concentracgoes.

Na regido Sul do pais, a espécie E. heterophylla possui bidtipos resistentes a certos
herbicidas inibidores da enzima ALS (acetolactato sintase) (VIDAL & WINKLER, 2004).
Exemplares desta categoria de herbicidas sdo utilizados para o controle de E. heterophylla e
de diversas outras espécies infestantes (GELMINI et al., 2001; VIDAL & WINKLER, 2004;
VIDAL et al., 2006). A enzima ALS ¢ fundamental para as vias de sintese de alguns
aminoacidos essenciais, como leucina, isoleucina e valina (DUKE, 1990) que entram na
composi¢ao protéica do metabolismo celular. Os efeitos causados em plantulas e sementes
tratadas com extratos de G. pectinata (Figuras 1 a 4) mostraram-se eficientes em inviabilizar o

seu desenvolvimento, principalmente nas maiores concentragoes.

Echinochloa crus-galli, popularmente chamado de capim-arroz, ¢ atualmente
considerada uma das espécies infestantes mais problemadticas da cultura do arroz irrigado, pois
estd amplamente distribuido nas lavouras, com crescimento competitivo, apresentando
similaridades morfolégicas com as plantas do arroz, dificultando assim a aplicacdo de
métodos alternativos de controle (ANDRES et al., 2007). Reducdes de até¢ 90% no rendimento
de graos da cultura do arroz podem ser causadas por altas infestacdes de capim-arroz
(ASPIAZU et al., 2008). O composto quinclorac apresenta baixa toxicidade ao homem e aos
animais, ¢ seletividade a cultura do arroz. Esse principio ativo comegou a ser usado nas
regides orizicolas dos Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina no inicio da década de
1990, sendo utilizado intensamente até meados de 1999, quando comecaram a surgir queixas
sobre falhas de controle de capim-arroz e estudos realizados por instituicdes do Sul do Pais

confirmaram a ocorréncia de resisténcia (ANDRES et al., 2007).

Assim como E. heterophylla, E. crus-galli também apresenta bidtipos resistentes
documentados na regido Sul do pais (GELMINI et al., 2001; ANDRES et al., 2007), mas a

resisténcia ¢ descrita para o composto Quinclorac. Este produto ¢ um mimetizador de auxina e
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reune a flexibilidade na aplicacdo, em pré e pos-emergéncia. A germinacdo das sementes nao
¢ afetada pelo tratamento com este herbicida e a resisténcia adquirida pode ser devida a baixa
sensibilidade das raizes ao seu mecanismo de a¢do. Desta forma, atribui-se a maior

sensibilidade as partes aéreas de individuos de E. crus-galli (ANDRES et al., 2007).

Neste estudo, constatou-se sensibilidade das partes aéreas e interferéncia nos pardmetros
de germinacdo de E. crus-galli para as maiores concentragdes dos extratos G. pectinata.
Observou-se também reducdo do comprimento radicular em todas as concentragdes de
tratamento, e das partes aéreas nas concentragdes 5% e 10% dos extratos FF e FE. Neste
sentido, os extratos de G. pectinata exerceram efeitos de toxicidade diferenciados daqueles
provocados pelos herbicidas recomendados para o manejo desta espécie infestante

(HERNANDES et al., 2005; ANDRES et al., 2007).

A espécie infestante |. grandifolia é descrita como tolerante ao tratamento repetitivo
com Glyphosate® em certas regides do Brasil. Trata-se de uma espécie infestante de lavouras,
especialmente em culturas anuais de verdo, nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. O
Glyphosate®, usado para o controle desta espécie, ¢ um herbicida ndo-seletivo, de acdo
sistémica, usado no controle de plantas infestantes anuais e perenes e, aparentemente, sem
atividade residual no solo (MONQUERO & CRISTOFFOLETI, 2003). Os mesmos autores
constataram controle insatisfatorio da espécie por este tratamento em seus experimentos,
diagnosticando inclusive o agravamento temporal das infestacdes pela possivel predominancia
desta espécie e de outras infestantes experimentadas, em relagdo as demais.

Constatou-se que o crescimento radicular foi o parametro mais sensivel a a¢dao dos
extratos de G. pectinata para as trés espécies alvo (Figura 5). Todas as concentra¢des do
extratos FF foram efetivas para a inibi¢do do crescimento das raizes das espécies alvo.
Observou-se que apenas a menor concentragdo do extrato FE ndo reduziu o comprimento
radicular da espécie E. heterophylla. Ambos os tratamentos, FF e FE, afetaram o tamanho
médio das partes aéreas a partir da concentracdo 5%. A porcentagem de germinagdo foi o
parametro menos afetado pelos extratos, enquanto que os tempos médios de germinagdo

foram aumentados por todos os extratos a 10%.

Embora os autores Soares et al. (2000) tenham empregado metodologia distinta da
adotada neste trabalho para obtencdo dos extratos aquosos, verificaram o mesmo padrao de
resultados ao testarem extratos de frondes verdes e senescentes de G. pectinata sobre L. sativa

e A. cepa. Os extratos de frondes senescentes mostraram-se menos ativos. De acordo com os
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autores, a despeito de terem empregado técnica branda de extracdo (maceragdo estatica em
agua destilada a temperatura ambiente por 24 h.), a germinag¢do de sementes de L. sativa
sofreu redu¢do acentuada, e as plantulas que se desenvolveram exibiram forte interferéncia no
sistema radicular. Eles concluiram que as substancias toxicas sdo provavelmente muito ativas
e/ou muito polares. No mesmo trabalho, Soares et al. (2000) descreveram que todos os
extratos de frondes verdes e alguns de frondes senescentes exibiram formagao de espuma
persistente, assim como observado no presente estudo. Esse fato, segundo os mesmos autores,
¢ um indicativo da presenga de substincias anfipolares, como saponinas ou outro tipo de
terpenoide glicosilado.

Estudos quimicos com espécies de Gleicheniaceae resultaram no isolamento dos
flavonodides quercetina e kaempferol (WALLACE & MARKHAM, 1978) e também de varios
diterpendides. Estes derivados diterpendicos exibem forte efeito fisioldgico sobre plantulas de
alface, estimulando o crescimento caulinar e /ou inibindo o crescimento radicular. A
intensidade de tais efeitos ¢ dependente da concentragao das substincias (Aoki et al, 1997
citados por Soares et al., 2000). Os extratos aquosos de frondes férteis e estéreis de Sticherus
lanuginosos (Feé) Nakai (Gleicheniaceae) provocaram redugdo da porcentagem e aumentaram
significativamente o tempo médio de germinagdo de sementes de alface. Ambos os extratos
inibiram o crescimento radicular significativamente nas diferentes concentragdes (12.5, 25,
50, 75 e 100%), mas apenas o extrato bruto de frondes estéreis causou inibi¢do total do

crescimento radicular (MORAES & GARCIA, 2007).

Como os extratos aquosos de G. pectinata desencadearam comportamentos inibitorios
consideraveis no processo germinativo, no crescimento das raizes e partes aéreas, efeitos de
natureza pré e poOs-emergentes podem estar ocorrendo. A reunido de efeitos pré e poOs
emergentes pode ser vantajosa para o uso das substincias alelopaticas de G. pectinata como
herbicida. Concluiu-se que os extratos de frondes verdes maduras de Gleichenella pectinata
representam fonte doadora potencial de aleloquimicos. Esse potencial pode ser explorado,
como uma forma de viabilizar o controle e manejo de espécies infestantes através da
elaboracgao de herbicidas verdes. Paralelamente aos demais estudos, estes resultados oferecem
subsidios para a continuidade da investigagdo de G. pectinata como fonte doadora de

substancias para controle e manejo de plantas infestantes em agrossistemas.
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Consideracoes finais

Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando extratos aquosos

de Gleichenella pectinatta e Dicranopteris flexuosa pode-se inferir que:

e A espécie E. crus-galli apresentou sensibilidade aos potenciais osmoéticos dos extratos
de frondes férteis em concentracdo10% de ambas as espécies doadoras.

e Os extratos FF10% de ambas as espécies doadoras apresentaram osmolaridade
correspondente a faixa -0.3 MPa. Todas as demais concentracdes de extrato, de ambas
as fontes, apresentaram osmolaridade correspondente a faixa -0.2 MPa.

e Extratos FF 2,5% de ambas as espécies doadoras aceleraram a germinacao da espécie
alvo E. crus-galli.

e Todas as concentragdes dos extratos de frondes férteis, das duas espécies doadoras,
afetaram o tamanho total das plantulas de E. crus-galli.

e Extratos FF ¢ FE 10% de D. flexuosa ¢ FF 10% de G. pectinata reduziram a
porcentagem de germinagdo e atrasaram seu tempo médio.

e Todas as concentragdes dos extratos FF ¢ FE de D. flexuosa reduziram o tamanho das
raizes, das partes aéreas e tamanhos totais das plantulas de I. grandifolia.

e Extratos FE10% de ambas as espécies doadoras promoveram atraso da germinagdo de
I. grandifolia e, em todas as concentragdes aplicadas, reduziram as raizes.

e |. grandifolia foi a espécie alvo com desenvolvimento inicial mais sensivel aos efeitos
dos extratos FF ¢ FE de D. flexuosa em todas as concentrag¢des, sendo observada
diminui¢do de raizes, partes aéreas e tamanhos totais das plantulas.

e Todos os tratamentos 10% concentrados, provenientes de ambas as espécies doadoras,
atrasaram a germinagdo das espécies alvo, exceto de |. grandifolia, quando tratada
com extrato FF10% de D. flexuosa, para a qual observou-se apenas diminui¢ao da
porcentagem de germinagao.

e Os extratos aquosos de soros ndo interferiram em qualquer parametro analisado para
todas as espécies alvo.

e O potencial alelopatico das frondes férteis de D. flexuosa ndo ¢ proveniente das
estruturas reprodutivas (soros).

e Para ambas as espécies doadoras, os extratos de frondes férteis acarretaram maiores

interferéncias nos parametros analisados.
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Em solo, o maior efeito alelopatico sobre a germinagdo Lactuca sativa L. foi
observado para o solo pré-ocupado por D. flexuosa, nao esterilizado.

Em solo, observou-se a ocorréncia de efeitos pré e pos-emergentes combinados num
mesmo tratamento, mas variando temporalmente ao longo das semeaduras.
Observaram-se efeitos pré e pds-emergentes também para os tratamentos aplicados em
papel filtro.

O solo tratado com frondes pulverizadas teve seu grau de compactagdo alterado,
podendo ter comprometido a avaliagdo dos pardmetros por interferéncias nas suas
propriedades fisicas.

O potencial alelopatico de D. flexuosa verificado em bioensaios em papel filtro, neste
estudo e em trabalhos anteriores, foi ratificado pelos efeitos observados em solo sobre

L. sativa.

Os extratos aquosos das espécies Gleichenella pectinata e Dicranopteris flexuosa
apresentaram atividade alelopatica sobre todas as espécies testadas. As interferéncias
na germinagdo de sementes ¢ no crescimento das plantulas das espécies infestantes de
cultura Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla ¢ Ipomoea grandifolia
indicam que substancias destas espécies doadoras podem ser utilizadas como

herbicidas verdes.





