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RESUMO

ESTUDO ALELOPATICO E FITOQUIMICO DE Eragrostis lugens Nees.
(POACEAE)

AUTORA: Daniela Sponchiado
ORIENTADORA: Jucara Terezinha Paranhos

A interacdo entre organismos mediada pela liberagdo de compostos quimicos no ambiente é
denominada alelopatia. Este conceito descreve a influéncia de um organismo sobre o outro, podendo este
ser prejudicial ou benéfico, e sugere que este efeito é devido a liberacdo de aleloquimicos. Muitas culturas
comerciais sofrem a interferéncia de diversos fatores durante o ciclo biol6gico, com impacto negativo na
produtividade, sendo o principal deles a presenca de plantas daninhas , conhecidas por seu potencial
alelopatico. No Rio Grande do Sul, nos Ultimos anos, espécies invasoras gramineas ou poaceas tém sido
encontradas nos quadros onde se cultiva o arroz irrigado, causando prejuizos no crescimento,
desenvolvimento e produtividade dessa cultura. Entre elas, destacam-se as espécies do género Eragrostis,
nas quais se inclui Eragrostis lugens. Extratos aquosos e hidroetandlicos de partes aéreas de E. lugens
provenientes de duas coletas (primavera e verdo) foram preparados nas concentragdes 4,0, 8,0 e 16 % (p/v)
com o objetivo de avaliar o potencial alelopatico, a germinagdo e crescimento de Oryza sativa (arroz). Para
0s bioensaios de germinacgédo e crescimento de Lactuca sativa (alface), foram utilizados apenas os extratos
do verdo nas mesmas concentragdes. Foram realizados bioensaios de germinacéo e crescimento, montados
em placas de Petri com duas camadas de papel germitest e a cada 24 h apés a inoculagdo dos didsporos, foi
verificado o numero de sementes germinadas e entdo obtidas a percentagem de germinacéo (%G) e o indice
de velocidade de germinacdo (IVG). Nas mesmas condi¢Bes de germinacdo do estudo anterior, para
avaliacdo do crescimento inicial, os didsporos de arroz e alface foram colocados previamente em 4gua
destilada para a germinacdo das sementes e quando a radicula estava com 1,0 mm, foram transferidos para as
placas contendo os extratos. As culturas foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 25 °C + 1 por sete dias. Apos decorridos estes, o comprimento (cm) da radicula e
da parte aérea foi mensurado, para as plantulas de arroz e de alface. Para avaliar efeitos residuais dos
tratamentos no arroz, apds a primeira avaliagdo, as plantulas foram transferidas para bandejas plasticas
contendo mistura de substrato comercial/vermiculita, e mantidas por 15 dias em camara de crescimento,
para aclimatagdo, sendo regadas diariamente com 100 mL de 4gua. Ao final destes, dados de comprimento
da parte aérea (cm) e numero de folhas foram coletados e as bandejas foram transferidas para casa de
vegetacdo, onde receberam lamina d’agua de 2,0 cm por um periodo de 15 dias. Ao final deste periodo,
foram avaliados os pardmetros de comprimento da parte aérea (cm), nimero de folhas, namero de perfilhos,
comprimento radicular (cm), area foliar e massa seca de partes aéreas e radiculares (g). O conteldo de
polifendis totais e flavonoides dos extratos foi obtido por espectrofotometria. Para polifenois, as
absorbancias foram lidas no comprimento de onda de 730 nm, utilizando uma curva padrdo desenvolvida
para acido galico e o resultado expresso em miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra.
Para flavonoides totais as absorbancias foram lidas em 420 nm, e os teores destes foram calculados
utilizando a curva de quercetina. Os resultados foram expressos em miligrama de quercetina por grama de
extrato. Os extratos aquosos e hidroetanolicos de partes aéreas de E. lugens provenientes das duas coletas
apresentaram potencial alelopético, tendo efeito negativo na germinagdo das sementes e nos parametros de
crescimento vegetativo do arroz. No que diz respeito a alface, os extratos do verdo mostraram efeitos
negativos, tanto na germinacdo quanto no crescimento, principalmente radicular, causando necrose e
deformidades nas raizes. As partes aéreas de E. lugens apresentam metabdlitos com este potencial
alelopéatico em seus tecidos, possivelmente responsaveis pelos efeitos negativos nas variaveis estudadas,

com maior énfase para as coletas efetuadas na primavera.

Palavras-chave: planta daninha; sazonalidade; metabdlitos secundarios; aleloquimicos, arroz, alface.



ABSTRACT

ALLELOPATHIC AND PHYTOCHEMICAL STUDY OF Eragrostis lugens Nees.
(POACEAE)

AUTHOR: Daniela Sponchiado
ADVISOR: Jucara Terezinha Paranhos

Interactions between organisms mediated by the release of chemical compounds into the environment is
named allelopathy. This concept describes the influence of one organism on the other, which may be
harmful or beneficial, and suggests that this effect is due to the release of allelochemicals. Many commercial
crops suffer interference from several factors during the biological cycle, with negative impacts on
productivity, the main one being the presence of weeds, known for their allelopathic potential. In the state
of Rio Grande do Sul, in recent years, invasive grass species have been found in the areas where irrigated
rice is cultivated, causing losses in the growth, development and productivity of this crop. Among them,
are the species of genus Eragrostis, which includes Eragrostis lugens. Aqueous and hydroethanolic extracts
of aerial parts of E. lugens from two collections (spring and summer) were prepared at the concentrations
4,0, 8,0 e 16 % (p/v) with the objective of evaluating the allelopathic potential in de germination and initial
growth of Oryza sativa. For the germination and initial growth bioassays of Lactuca sativa, only the
summer extracts were used in the same concentrations. Germination and growth bioassays were carried out
on 150 mm diameter Petri dishes with two layers of germitest paper and every 24 h after inoculation of the
diaspores the number of germinated seeds were checked and the percentage of germination (%G) and the
germination rate index (IVG) were obtained. Under the same conditions of the germination of the previous
study, for the initial growth evaluation, the rice and lettuce diaspores were previously placed in distilled
water for seed germination and when the radicle was 1.0 mm were transferred to the plates containing the
extracts. The cultures were maintained in a growth chamber with photoperiod of 16 h and temperature of 25
°C £ 1 for seven days. After these, the length (cm) of the radicle and shoot was measured, for rice and
lettuce seedlings. To evaluate the residual effect of the treatments on the rice, after the first evaluation the
seedlings were transferred to plastic trays containing commercial substrate/vermiculite mixture and
maintained for 15 days in a growth chamber for acclimatization, being watered daily with 100 mL of water.
At the end of these, data of shoot length (cm) and number of leaves were collected, an d the trays were
transferred to a greenhouse, where they received a water depth of 2.0 cm, kept daily for a period of 15 days.
After this period, the parameters of leaf length (cm), number of leaves, number of tillers, leaf area (cm?3)
and dry mass (g) were evaluated. The content of polyphenols and flavonoids of the extracts was obtained
by spectrophotometry. For polyphenols, the absorbances were read at the wavelength of 730 nm using a
standard curve developed for gallic acid and the results expressed in milligrams equivalent of gallic acid per
gram of sample. For total flavonoids the absorbances were read at 420 nm and calculated using the
quercetin curve. The results were expressed in milligrams of quercetin per gram of extract. The aqueous and
hydroethanolic extracts of aerial parts of E. lugens from the two collections presented allelopathic
potential, having a negative effect on seed germination and on the parameters of vegetative growth of rice.
About lettuce, summer extracts showed negative effects on both germination and root growth, mainly root
necrosis and deformities. The aerial parts of E. lugens accumulated metabolites with this allelopathic
potential, such as phenolic and / or flavonoid compounds, possibly responsible for the negative e ffects on
the studied variables, with a greater emphasis on thespring collections.

Keywords: weed; seasonality; secondary metabolites; allelochemicals, rice, lettuce.
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1 INTRODUCAO GERAL

A interagdo entre organismos mediada pela liberacdo de compostos quimicos no ambiente
é denominada alelopatia (BITTENCOURT et al., 2018). Este conceito descreve a influéncia
de um organismo (planta ou microrganismo) sobre o outro, podendo este ser prejudicial ou
benéfico, e sugere que este efeito € devido a liberacdo de biomoléculas (aqui denominadas
aleloguimicos) no ambiente, capazes de, por meio de reagdes bioquimicas afetar a germinagao
e 0 crescimento de plantas relativamente proximas (RI1ZVIet al., 1992; INDERJIT; DUKE,
2003).

Os aleloquimicos, produtos do metabolismo secundario, sdo produzidos em diferentes
6rgaos da planta, sendo que a concentracao € variavel entre tecidos e dependente de fatores
ambientais (DELACHIAVE et al. 1999). Nas plantas nas quais sdo produzidos, eles
desempenham diversas fungdes, sendo responsaveis pela prevencdo da decomposicdo das
sementes, interferem na dorméncia de gemas e sementes, influenc iam as relacbes com outras
plantas, com microrganismos, insetos e mesmo com o homem (VIECELLI et al., 2009). Ja no
que se refere aos mecanismos de acdo desses aleloquimicos, um determinado metabdlito
secundario pode ter diferentes efeitos, prejudiciais ou benéficos, dependendo do seu tipo,
grupo  funcional, propriedade quimica e concentracdo no meio que estd atuando
(GOLDFARSB et al., 2009). Podem agir sobre a fisiologia das plantas, principalmente sobre a
divisdo, alongamento e ultraestrut ura celular; interferem nos mecanismos hormonais de
inducdo de crescimento, na permeabilidade das membranas celulares, abertura estomatica,
fotossintese, respiracédo, sintese proteica e metabolismo de lipidios e acidos graxos (PEDROL
et al., 2006; SILVA, 2007).

Diversas classes de aleloquimicos podem ser encontradas nas plantas, no entanto, 0s
mais comuns sdo 0s compostos fendlicos e os terpenoides (SU; YU, 1992), cuja variacéo
responde a fatores ambientais, uma vez que sdo derivados do metabolis mo secundéario
(CIRAK et al., 2008). A producdo e liberagdo destes compostos pode ser decisiva no dominio
de algumas plantas invasoras sobre outras, exercendo feitos diretamente no crescimento da
planta, como no solo com o qual elas interage m, (CALLAWAY; RIDENOUR, 2004),
podendo, além disso, influenciar a sucessdo vegetal priméaria e secundaria (REIGOSA et al.
1999), a estrutura e composi¢cdo das comunidades vegetais (RIZV1 et al. 1992), a dominancia

de certas espécies de plantas que afetam a
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biodiversidade local (REIGOSA et al. 1999) e a agricultura, que é o alvo da maioria dos
estudos (CHOU, 1989) principalmente no que diz respeito aos efeitos de plantas daninhas
sobre as culturas de interesse econdmico (MEEKINS; McCARTHY, 2001).

Muitas culturas comerciais sofrem a interferéncia de diversos fatores durante o ciclo
biolégico, com impacto negativo na produtividade, sendo o principal deles a presenca de
plantas daninhas (FLECK, 2000). No Rio Grande do Sul, nos ultimos anos, espécies gramineas
ou poaceas tém sido encontradas nos quadros onde se cultiva 0 arroz irrigado, causando
prejuizos no crescimento, desenvolvimento e produtividade dessa cultura (BITTENCOURT,
2017). Entre elas, destacam-se as espécies do género Eragrostis (CANTO-DOROW,
2011), nas quais se inclui Eragrostis lugens, conhecida popularmente como eragrostis, pasto-
ilusdo ou pasto-mosquito. Esta espécie € uma planta perene que se desenvolve tanto em areas
de coxilha, quanto em areas de varzea, reproduzindo-se por sementes (LORENZI, 2008) e
vem aumentando consideravelme nte sua populagdo a partir da supressdo de espécies vizinhas,
possivelmente em funcdo do seu potencial alelopético, ja& comprovado na espécie do mesmo
género, E. plana, conhecida popularmente por capim annoni, uma das principais plantas
invasoras da cultura do arroz irrigado no estado do Rio Grande do Sul (COELHO, 1986;
FIORENZA, et al., 2016).

Diante disso, ressalta-se a importancia do conhecimento das propriedades
alelopéticas, em especial das plantas daninhas, que possibilita 0 entendimento dos mecanismos
de interferéncia que essas plantas exercem sobre aquelas de interesse agronémico e
econdmico, indicando ainda, a importancia do desenvolvimento de estratégia eficiente e

constante para o controle das espécies com tais caracteristicas (SOUZA FILHO, 2006).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Auvaliar 0 potencial alelopatico de extratos aquosos e hidroetandlicos de Eragrostis lugens
provenientes de duas estacfes sazonais, na germinacdo das sementes e crescimento de
Oryza sativa (arroz) e Lactuca sativa (alface), bem como realizar anélises fitoquimicas
nestes extratos.

1.1.2 Objetivos especificos

» Auvaliar os efeitos alelopéaticos de diferentes extratos de partes aéreas de E.
lugens provenientes de duas estacOes sazonais sobre a germinagdo das
sementes, crescimento inicial e desenvolvimento do arroz;

» Auvaliar os efeitos alelopéaticos de diferentes extratos de partes aéreas de E.
lugens coletadas no verdo na germinacéo das sementes e o crescimento inicia |
de alface;

» Determinar o acimulo de polifendis totais e flavonoides nos extratos aquosos

e hidroetandlicos das partes aéreas de E. lugens por espectrofotometria.
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2 REVISAO DELITERATURA

2.1 ALELOPATIA

O termo alelopatia € empregado para caracterizar as interacbes mediadas por
biomoléculas existentes entre planta—planta, planta—microrganismos e microrganis mo— planta
(MECINA, 2014). De origem grega, o termo alelopatia foi criado com a juncdo das
palavras gregas alléton (mutuo) e pathos (prejuizo) (FERNANDES et al., 2007). Este termo
foi enunciado pelo pesquisador alemdo Hans Molisch em 1937 e empregado como o efeito
prejudicial e/ou benéfico entre as plantas através de interagdes bioquimicas, incluindo micro-
organismaos.

Tais interagdes ocorrem devido a liberacdo de substancias quimicas (aleloquimicos)
produzidas via metabolismo das plantas (BORELLA et al., 2009) sendo consideradas uma
forma de adaptacdo defensiva quimica das plantas, além de ser um fator de estresse ambiental
para muitas espécies (MARCO et al., 2012; VIDAL, 2010). O fenébmeno da alelopatia explica,
em ambito ecoldgico, os mecanismos de sucessdo vegetal, onde espécies invasoras podem
excluir espécies nativas a partir de residuos e substancias liberadas para o ambiente,
interferindo em populacbes vegetais tanto em sistemas agricolas, quanto nos naturais
(ALMEIDA, 2006). Em ambientes naturais a alelopatia desempenha um importante papel na
dominancia, sucessdo e formacdo de comunidades vegetais, sendo responsavel por alteracGes
na densidade, diversidade e desempenho das espécies, além de ser uma das estratégias de
colonizacdo de muitas plantas exoticas sobre a comunidade natural (OLIVEIRA et al., 2012;
GUSMAN, et al., 2012).

Os aleloguimicos podem agir sobre as plantas proximas de forma direta ou indireta.
O modo de acdo direto ocorre quando o aleloquimico liga-se & membranas da planta
receptora ou penetra nas células, interferindo diretamente no seu metabolis mo (FERREIRA;
AQUILA, 2000). Ac¢des indiretas, podem incluir alteragdes nas propriedades do solo,
condicBes nutricionais e populacdes e/ou atividade dos microrganismos. De acordo com Rizvi
e Rizvi (1992) os aleloquimicos podem afetar: estruturas citoldgicas, mecanismos hormonais,
membranas e sua permeabilidade , absor¢do de minerais, movimento estomatico, sintese de
pigmentos, fotossintese, respiragdo, sintese de proteinas, atividade enzimaética, relacdes

hidricas e 0 material
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genetico, induzindo alteracGes no DNA e RNA. Os efeitos observados sdo resultado de uma

interacdo complexa entre fatores genéticos e ambientais (TUR et al., 2010).

211 Métodos de avaliacdo alelopéatica

Ao longo dos anos, foram elaborados procedimentos experimentais que permitiram
o isolamento e a identificacdo de compostos quimicos envolvidos na alelopatia das plantas.
Técnicas de avaliacdo da atividade alelopatica, principalmente em relagdo aos efeitos sobre a
germinacdo de sementes e 0 desenvolvimento de pléantulas, de espécies cultivadas ou de plantas
daninhas, foram estabelecidas, possibilitando a identificacdo e quantificacdo de aleloquimicos
em diferentes fracbes de plantas doadoras, bem como a caracterizacdo de propriedades
alelopéticas (SOUZA FILHO et al., 2010).

Ha diversos métodos que podem ser utilizados na identificacdo de substancias
alelopéticas e, muitos destes em laboratdrio, sdo baseados na obtencéo de extratos de plantas,
onde podem ser empregados solventes, como o etanol, metanol ou acetato de etila, e a agua,
sendo um dos mais utilizados (VIDAL, 2010). Em estudos de exploracéo inicial, quando nao
ha informacdo sobre a espécie, o ideal é que se preparem dois tipos de extrato: um com
baixa polaridade, utilizando extracdo exaustiva, e outro de alta polaridade. Esse procedimento
permitird avaliacdo mais realista das potencialidades da planta como fornecedora de agentes
alelopéticos (SOUZA FILHO et al., 2010).

Na selecdo de espécies receptoras para os testes alelopaticos, € comum deparar-se
com caracteristicas favoraveis, ou ndo, das mesmas. A espécie ideal seria aquela que responde
aos aleloquimicos presentes no ambiente, de forma mais proxima possivel com a situagdo
real de campo (DA SILVA, 2009). Em trabalhos encontrados na literat ura, observa-se a
utilizagdo de uma Unica espécie receptora; em outros, duas ou mais espécies, sendo que, a mais
utilizada, € a alface (Lactuca sativa), principalmente, por ser sensivel a acdo dos
aleloquimicos, apresentando inibicdo dose-dependente, como em trabalho verificado por
Wandscheer e Pastorini (2008).

A resisténcia aos aleloguimicos é de média especificidade, existindo espécies
receptivas mais sensiveis que outras (PELEGRINI; CRUZ-SILVA, 2012). O uso de mais de

uma planta receptora permite  melhor dimensionamento das potencialidades
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alelopéticas das doadoras, bem como possibilitar maiores interferéncias e mais proximas da
realidade (SOUZA FILHO et al., 2010).

A germinacdo de sementes € um bom indicativo das potencialidades de um
aleloguimico, sendo muito utilizado em bioensaios de atividades alelopéticas e fazendo uso
de semeadura em placas de Petri. Pode-se avaliar os efeitos sobre a germinacéo total, bem
como, o indice de velocidade de germinacdo. Este bioensaio € realizado em camaras de
germinacdo, em condicdes controladas de temperatura e luz, em tempo varidvel em torno de
7 a 10 dias. Em alguns casos, contam-se as sementes germinadas ao final do periodo de
incubacéo e calcula-se os efeitos; em outros casos, a contagem se da diariamente, onde as
germinadas sdo eliminadas (SOUZA FILHO et al., 2010). Nestes procedimentos, considera-se
germinadas, as sementes cuja extensdo radicular seja igual ou superior a 1,0 mm (TREZZI,
2002).

Os bioensaios de crescimento inicial envolvem a incubacdo em placas de Petri ou
caixas gerbox, em determinado periodo de tempo, onde, ao final, realiza-se a contagem de
sementes germinadas e mede-se as raizes e a parte aérea da espécie receptora do
aleloguimicos (ALVES et al., 2004). A parte aérea e a radicula s@o originadas a partir do eixo
embrionario que € a parte vital da semente, este contém tecidos em suas duas extremidades,
apresentando condicBes de crescimento para dois sentidos, com condi¢des de fixacdo ao
solo e de fotossintetizar substancias necessarias (SASAKI, 2008).

Nestes estudos é necessario isolar e identificar as substancias que provocam o efeito
toxico, a fim de se conhecer a composicdo dos extratos e associar aos efeitos (ALMEIDA,
2006). Uma vez que os aleloquimicos sdo comuns nos vegetais e comprovadame nte tdxicos
para as plantas, mas de acdo seletiva, admite-se a possibilidade de, conhecida a estrutura
quimica dos componentes ativos envolvidos, se obter a partir destes produtos, herbicidas com
a vantagem ecoldgica dos produtos naturais (OLIVEIRA JR.,2011).

Diversos sdo os aleloguimicos que podem ser utilizados que podem ser utilizados como
herbicidas naturais, em substituicdo aos quimicos, com destaques para o0s alcaloides,
derivados do &cido cindmico, cumarinas e compostos cianogénicos, pelo elevado potencial
alelopaticos destes compostos (PUTNAM, 1988). Uma vez determinada essa caracteristica
em uma espécie, seja em testes de laboratério ou de campo, esta podera servir como mais
uma opcao no controle de plantas infestantes. Na agricultura, os efeitos alelopaticos possuem
varias utilizagbes, tais como: reducdo no uso de herbicidas sintéticos, busca de novos

defensivos, manejo e controle de espécies daninhas (SILVEIRA et al., 2012).
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2.2 PRODUCAO, DISTRIBUICAO E MODO DE ACAO DOSALELOQUIMICOS

Todas as plantas produzem metabolitos secundarios, que variam em qualidade e
quantidade de espécie para espécie. A producao de todos os metabdlitos especializados das
plantas depende da existéncia e da expressao de genes especificos (FANG et al., 2013) e é
influenciada por diversos fatores como temperatura, umidade, indice de precipitacdo, radiacéo,
variacdo sazonal, fertilidade do solo, densidade de plantas, idade e estagio metabdlico (TAIZ et
al., 2017 ; KOHLI et al., 2006), ou seja, muitos destes aleloquimicos tém sua sintese
desencadeada por eventuais intempéries as quais as plantas estdo expostas (FERREIRA;
AQUILA, 2000).

Estes compostos séo sinais quimicos transmitidos ao ambiente, geralmente em pequena
quantidade, sendo responsaveis pelas interacdes quimicas positivas ou negativas entre
diferentes organismos (ALMEIDA, 2006), seja na fase aquosa do solo ou do substrato ou
pelas substancias gasosas volatilizadas no ar que cercam as plantas terrestres (FERNANDES
et al., 2007). N&o estdo relacionados diretamente com nenhuma fungéo do metabolismo
primario, porém, estdo associados a mecanismos quimicos de adaptacdo as condigdes
ambientais, pois representam vantagem contra a acdo de microrganis mos, virus, insetos, e
outros predadores, inibindo ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das plantas
(SILVA; SILVA, 2007). As substancias do metabolis mo primério originam, através de rotas
bioquimicas e com uso de energia, 0s metabdlitos secundérios (VIDAL, 2010).

Cada espécie pode produzir um conjunto diferente de aleloquimicos, com acéo sobre
0s componentes da comunidade em que esta inserida (INOUE et al., 2010). Ecologicamente,
existem alguns fatores que afetam de forma direta e indireta a produgdo de substancias
quimicas com atividade alelopatica pelas plantas, como: efeitos da radiacdo (qualidade da
luz, intensidade de luz visivel, comprimento do dia), deficié ncia mineral, condi¢des ambientais,
idade dos 6rgdos da planta, genetica, patogenos e predadores (BORELLA et al., 2009).

As interferéncias atribuidas a alelopatia séo o resultado n&o s6 da acdo de um Gnico,
mas de diferentes aleloquimicos, que sdo liberados para o ambiente em concentracdes,
quantidades e épocas distintas (SOUZA FILHO et al., 2010). O potencial de acdo destas
moléculas esta diretamente relacionado com o seu grupo funcional e suas propriedades

quimicas. Alguns atuam somente quando em presenca de outros, sendo especificos em
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combinacdo e proporcao, onde apenas um composto secundario ndo atinge a concentracdo
minima necessaria para exercer efeito na planta receptora (DA SILVA et al, 2012).

Na maioria das vezes, 0s aleloquimicos séo seletivos em suas ac6es e tambem as plantas
apresentam seletividade em suas respostas (OLIVEIRA et al., 2011). Os efeitos dos
compostos alelopaticos dependem de sua concentragdo e quantidade total de fitotoxina
disponivel para absorcdo (SILVA; SILVA, 2007). Dentre os principa is compostos com
atividades alelopéticas, destacam-se: taninos, glicosideos, alcaloides, terpenos, flavonoides e
acidos fenolicos (TUR et al., 2010).

Varios aleloquimicos suspeitos de inibirem a germinacdo e o crescimento tém sido
identificados em tecidos de plantas e em diferentes tipos de solo (AMBROSANO, 1999). A
localizacdo de um aleloquimico esta relacionada a dois aspectos: facilidade de liberacdo da
planta para o meio e a fungdo que exerce, sendo os aleloquimicos, provavelme nte, encontrados
nos tecidos mais externos das plantas, quando envolvidos em processos de defesa contra
herbivoros e patdgenos, constituindo, assim, uma barreira contra invasdo desses agentes. Uma
vez localizados em tecidos mais internos, quando estdo envolvidos em processos de
competicdo por fatores essenciais como agua, nutrientes, luz e espago fisico, sdo liberados no
ambiente quando a sobrevivéncia das plantas estiver comprometida (SOUZA FILHO et al.
2011).

Apesar de a maioria dos trabalhos com alelopatia abordarem as folhas (ou partes
aéreas) como principal fonte para a obtencdo dos extratos, as substancias alelopaticas podem
apresentar uma distribuicdo desuniforme nos diferentes dérgaos e tecidos ao longo da vida da
planta (SOUZA FILHO et al., 2011). Esta tendéncia pode ser atribuida ao fato de que muitos
trabalhos avaliando a alocagéo de aleloquimicos, como os de Chon e Kim (2002), Rashid et al.
(2010) e Favaretto et al. (2015) tenham apontado maior concentracdo de aleloquimicos nas
folhas do que em outras partes da planta. No entanto, esta ndao €& uma regra geral, pois
algumas espécies apresentam maiores concentracdes de aleloquimicos em locais menos
estudados, como raizes (NETZLY; BUTLER, 1986), frutos (SHAO et al., 2012) e sementes
(SOUZA FILHO, 2002).

2.3 MECANISMOS DE LIBERACAO DOS ALELOQUIMICOS

A liberacdo dos aleloquimicos pelas plantas no ecossistema pode ocorrer por

volatilizagdo de substancias provenientes de plantas em estado vegetativo, por lixiviacéo
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atraves da parte aérea ou de tecidos subterraneos, de tecidos em decomposicdo e por
exsudacdo do sistema radicular (FERREIRA et al., 2008), podendo o efeito alelopatico
persistir no ciclo de cultivos como nos ciclos subsequentes (TEIXEIRA et al., 2004).

A degradagdo destas substancias no solo é resultado de ionizacédo, absorcéo
em solo das sementes, absorgéo pela raiz e transformacéo ou utilizagdo pelos microrganismos
(ZHANG et al., 2010). O efeito desses compostos pode ser influenc iado pelas caracteristicas
de cada espécie e idade da planta (GUSMAN et al.,2012).

A taxa da liberagdo destas substancias depende da forma em que ocorre esta liberacéo,
da concentracdo nos tecidos e de condi¢bes ambientais (TREZZI, 2002). Esta liberacéo deve
ser continua e seus efeitos persistentes até os cultivos subsequentes (SILVEIRA et al., 2012).
As células de plantas que sintetizam estes produtos, normalmente, possuem mecanismos
especificos de transporte especializado dentro das células vegetais para mover estes compostos
em torno e para fora da célula (WESTON et al., 2012). S&o sintetizados e armazenados em
diferentes células das plantas, na forma livre ou conjugada com outras moléculas e, que,
liberadas no ambiente, atuam como uma resposta a fatores de estresse bidtico e abidtico
(OLIVEIRA et al., 2012).

Os aleloquimicos sdo liberados e chegam ao ambiente de diferentes formas:

o Volatilizacdo: os aleloguimicos liberados de forma volétil sdo de dificil detec¢éo,
identificacdo e quantificacdo, ocorrendo, frequentemente, em regides aridas e com
temperaturas elevadas (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001). Os compostos
aromaticos sao volatilizados pelas folhas, flores, caules e raizes e podem ser absorvidos por
outras plantas, atuando por meio dos préprios vapores ou condensados no orvalho e, quando
alcancam o solo, sdo absorvidos pelas raizes (ALMEIDA et al.,2008).

o Lixiviacdo: as fitotoxinas solUveis em agua sdo lixiviadas pela parte aérea e raiz da
planta, bem como pela chuva ou orvalho e carregadas até o solo (ALMEIDA et al., 2008).

o Decomposicéo de residuos vegetais: a liberacdo dos aleloquimicos por decomposicéo
Pode ocorrer das partes aéreas e subterraneas e pela acdo de micro- organismos responsaveis
pelo processo de decomposicdo. Perdas de integridade da membrana celular permite a
liberagdo de um alto nimero de compostos toxicos aos organismos vizinhos (ALMEIDA et al.,
2008). Em alguns casos, 0s agentes decompostos sao mais toxicos do que o produto original
(OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001).
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o Exsudacéo radicular: as plantas exsudam aleloquimicos através das raizes, porém é
dificil saber precisamente se as substancias encontradas no solo sdo provenientes diretamente
das raizes, ou produzidas por micro-organismos a elas associadas pela decomposicdo de
residuos organicos (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001). Como resultado, 0s
exsudatos podem repelir herbivoros e/ou microbios, alterar as propriedades do solo, e inibir o
crescimento de espécies competidoras. A exsudacéo radicular é variavel ao longo do eixo da
raiz (WESTON et al.,2012).

E possivel, em alguns casos, que um aleloquimico liberado em grande quantidade pela
planta doadora apresente efeito reduzido sobre a planta alvo, devido a sua atuacéo depender da
acdo no ambiente e na planta. Ndo ha consenso em relacdo a velocidade da decomposicao
destas substancias no ambiente, uma vez que se acredita que as substancias contidas no
metabolismo primario das espécies seriam degradadas mais rapidamente do que as do

metabolismo secundario, devido sua maior complexidade (DA SILVA, 2009).

2.4 METABOLITOS COM POTENCIAL ALELOPATICO

Os metabolitos secundarios desempenham diversas funcoes, dentre as quais: protecdo
contra herbivoros e patdgenos, comunicacdo planta-planta ou planta- microrganismo e
alelopatia (FILHO, 2010; OOTANI et al., 2013; WINK, 2013). Um determinado metabdlito
secundario pode ter diferentes efeitos, prejudiciais ou benéficos, dependendo do seu tipo,
grupo funcional, propriedade quimica e concentracdo no meio que estd atuando
(GOLDFARSB et al., 2009).

Os compostos secundarios das plantas sdo habitualmente classificados de acordo com
a sua rota biossintética (HARBONE, 1999). As familias de moléculas principais sdo geralmente
consideradas: compostos fendlicos, terpénicos, esteroides e alcaldides. Os compostos
fendlicos, comuns a todas as plantas vasculares, estdo relacionados com a sintese das ligninas
e de produtos atrativos aos seres humanos devido ao odor, sabor e coloracéo agradaveis, bem
COmo aos animais, 0s quais séo atraidos para polinizagdo ou dispersdo de sementes. Tambem
sdo importantes na protecdo das plantas contra os raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e
bactérias (CROTEAU et al., 2000).

Compostos  fendlicos sdo bem conhecidos como substancias fungitoxicas,
antibacterianas e antiviroticas (LO; NICHOLSON, 2008). O efeito inibitorio de compostos

fendlicos na germinagao de esporos, crescimento micelial e
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producao/atividade de enzimas microbianas varia entre os diferentes grupos de fenois. Dessa
forma, os compostos fendlicos podem estar envolvidos nos mecanis mos bioquimicos e
estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992;
NICHOLSON, 1995). Pode-se afirmar, portanto, que os metabdlitos secundérios séo a forma
encontrada pelas plantas para se comunicar ou responder a estimulos externos (PAVARINI et
al., 2012).

Diante disso, estudos fitoquimicos ganham grande importancia, visto que envolvem,
extracdo, separacdo e purificacdo de constituintes quimicos, o0 esclarecime nto, a
caracterizagdo estrutural, a avaliagdo das propriedades biossintéticas e o registro de substancias
naturais produzidas pelas plantas (RODRIGUES et al., 2009; FILHO, 2010). Barbosa (2007),
realizando estudos fitoquimicos prelimina res das folhas de espécies de Poaceae Cymbopogon
densiflorus (Steud.) Stapf e Cymbopogon nardus (L.), relatou a presenca de flavonoides,
saponinas, cumarinas e tracos de heterosideos cardioativos. Também em Poaceae, Gomes et
al. (2011), realizaram testes fitoquimicos com extratos de capim santo (Cymbopogon
citratus) e identificaram a presenca de taninos, alcaloides e flavonoides como, flavonas e
flavonodis. Fiorenza et al. (2016) e Vargas et al. (2015), em estudo fitoquimico de extratos
de Eragrostis plana (Capim annoni), também Poaceae, relataram a presenga de compostos

fenolicos, taninos e flavonoides.

2.5 PLANTAS DANINHAS

Plantas daninhas sdo espécies vegetais que sdo capazes de se desenvolve r em ambientes
que ndo sdo de sua origem e competir com as demais (geralmente plantas cultivadas) por
recursos naturais, causando prejuizos (MAGNUSSON, 2006). Essas plantas sdo capazes de
perturbar a estrutura do ecossistema invadido, caracterizando uma invasao biol6gica, atualmente
tratada como a principal ameaga & biodiversidade do planeta (SCHNEIDER, 2007).

Dentre as principais caracteristicas das plantas daninhas estdo: rapida germinacéo e
crescimento inicial, sistema radicular abundante, grande capacidade de absorver agua e
nutrientes do solo, alta eficiéncia no uso da agua, além de elevada producéo e eficie nte
disseminacgéo de propagulos (OLIVEIRA JR. et al., 2011). Além disso, essas plantas séo
capazes de promover competi¢Oes por recursos ambientais, geralmente com maior eficiéncia

que os cultivos, principalmente por apresentarem alta rusticidade, com um ciclo
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vegetativo normalmente mais acelerado e entrando em ciclo reprodutivo anteriormente a cultura,
possibilitando assim a geracdo de um grande nimero de sementes (VASCONCELOS et al.,
2012).

A infestagdo crescente destas espécies nos sistemas agricolas € um dos principa is
problemas enfrentados pelos agricultores, elevando o custo de producdo por causar prejuizos
as lavouras, com decréscimos na produtividade, seja pela competicdo direta por fatores de
producdo ou pelos compostos alelopaticos liberados no meio (FORMAGIO et al., 2011). A
consequéncia dessas interferéncias é o menor rendimento final da cultura e o prejuizo ao
produtor (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

Quanto maior a populacdo da comunidade infestante, maior sera a quantidade de
individuos que disputam os recursos do meio e, mais intensa sera esta competi¢do com a cultura
(SOARES et al., 2010). Quando ndo manejadas adequadamente, estas plantas interferem
diretamente no processo produtivo, competindo pelos recursos do meio, principalmente por
agua, luz e nutrientes, liberando, assim, compostos alelopaticos, atuando como hospedeiras
de pragas e doengas, provocando interferéncia nas colheitas. Essa competicdo acontece
quando o0 ambiente ndo consegue suprir as quantidades de compostos essenciais para 0
crescimento normal de uma populagdo de plantas (SANTOS et al., 2010). Quando as
daninhas e espécies cultivadas convivem numa mesma area, ha reducdo dos recursos do meio,
de forma que ambas sejam prejudicadas, sendo a agua o primeiro recurso a se tornar limitante
ao crescimento destes individuos (VIDAL, 2010). Varias plantas daninhas apresentam
atividade alelopatica, podendo contribuir para o controle de outras plantas daninhas através
de exsudatos, lixiviados e compostos volateis. No entanto, esta influéncia pode afetar ndo
somente as daninhas, como também as culturas por meio de atrasos de germinagdo de
sementes ou reducdo do crescimento das culturas (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN,
2001). Diante disso, a alelopatia vem sendo reconhecida como um importante mecanismo
ecologico, influenciando o tipo de vegetacdo existente em um ecossistema, a dominancia e

sucessdo de plantas, 0 manejo e produtividade de culturas (OLIVEIRA et al., 2011).

2.6 POACEAE: DIVERSIDADE E CARACTERISTICAS
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Popularmente conhecida como a “familia das gramineas ”, Poaceae € constituida por
cerca de 10.000 espécies distribuidas em torno de 793 géneros (SOUZA; LORENZI, 2012).
No Brasil ocorrem cerca de 1.486 espécies distribuidas em 225 géneros (FILGUEIRAS et
al., 2015). No RS ocorrem 110 géneros com mais ou menos 450 espécies (SOUZA,;
LORENZI, 2012).

Em geral, representantes da familia Poaceae séo consideradas colonizadoras primarias,
predominando em ambientes abertos, além de possuirem a capacidade de sobreviver e
prosperar em solos tanto secos quanto alagados (CARLOTTO, 2016). Muitas sdo as
espécies capazes de adaptar-se a novos ambientes e, em geral produzir grande nimero de
descendentes, com uma dispersdo de populagdo a grandes distancias, podendo ser
enquadradas como plantas invasoras (MAGNUSSON, 2006). Além disso, se destacam pela
grande diversidade especifica e dominancia fisiondbmica das areas onde habitam, sendo as
principais espécies integrantes do Bioma Pampa (BOLDRINI et al., 2005).

Morfologicamente, espécies pertencentes a essa familia possuem o caule tip o colmo,
com nos e entrenos bem marcados. As folhas séo alternas disticas, paralelinérveas, compostas
por bainha e limbo foliar. A unidade florar é a espigueta, constituida por: raquila, duas
glumas e flor em nimero variado conforme a espécie, podendo ser unissexual,
hermafrodita ou neutra. A flor esta formada de lodiculas, androceu e gineceu. Apresentam
bracteas: a lemae a palea, que protegem o androceu e o gineceu, podem ser férteis ou estéreis
(JUDD et al., 2009). O fruto € uma cariopse, porém podem ocorrer excecdes (KISSMAN,
1997; BOLDRINI et al., 2005; MOREIRA; BRAGANCA,

2010). Apesar de apresentarem caracteres marcantes na fase reprodutiva, existe grande
dificuldade na diferenciacdo entre as espécies, principalmente quando analisadas plantas no
estagio inicial do desenvolvimento (CARLOTTO, 2016).

Espécies de Poaceae sdo majoritariamente encontradas em regifes campestres, sendo
pouco observadas em regides florestais (WELKER; LONGHI-WAGNER, 2007). Sao
importantes economicamente, sendo essenciais na alimentacdo, além de possuirem papel na
construcdo civil, ornamentacéo, producdo de biodiesel, entre outros (BOLDRINI et al,
2008).

2.7 GENERO ERAGROSTIS: CARACTERISTICAS, DIVERSIDADE E POTENCIAL
INVASOR


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=R%C3%A1quila&action=edit&redlink=1
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Eragrostis Wolf € um género cosmopolita com cerca de 300 espécies de regides
tropicais e subtropicais, algumas das quais cultivadas como forrageiras em varias partes do
mundo (BOECHAT et al., 2001). Pertencente a subfamilia Chloridoideae Kunth ex Beilshm
(SORENG et al., 2015), Eragrostis possui dois centros de diversidade especifica, o
continente africano onde séo encontradas cerca de 150 espécies e a América (IBRAHIM;
KABUYE, 1987; OUTDTSHOORN et al., 1992; ZON, 1992). Na América do Sul sdo
registradas cerca de 88 espécies de Eragrostis nativas. O Brasil apresenta 0 maior nimero de
taxons nativos (38), sendo sete exclusivos. A regido Centro-Oeste € o principal centro de
diversidade do género (BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2000).

No Brasil a area invadida por espécies do género é extensa e ocorre em
diversos estados (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e Mato Grosso do Sul)
(MEDEIROS et al., 2009), existindo a ameaga iminente da expansdo para regides
proximas. Esta preocupacdo € maior para aquelas que apresentam condigdes
bioclimaticas 6timas para o estabelecimento de populacbes de espécies de Eragrostis.
Isso porque, além do fato de varias regides do continente Sul Americano apresentarem
caracteristicas similares aquelas do local de origem, na Africa do Sul, estas espécies
também podem sofrer adaptacBes as condigBes edafocliméticas distintas e ndo possui
inimigos naturais para conter sua expansao em novas regides (BARBOSA et al., 2013).

No Rio Grande do Sul, foram registradas cerca de 22 espécies do género (LONGHI-
WAGNER, 2011), comuns em areas de coxilhas e também tém sido encontradas
infestando solos de terras baixas, onde normalmente se cultiva arroz irrigado (CANTO-
DOROW, 2011). Estas espécies apresentam capacidade de adaptacdo a diferentes
ambientes, principalmente com relacdo ao regime hidrico, uma vez que sdo plantas com
caracteristicas versateis e com variabilidade biologica adaptando-se as pressGes impostas
pelo meio em que se encontram (CARLOTTO, 2016).

Depois de invadir nova area, espécies do género tendem ase tornar dominantes
sobre outras espécies da comunidade vegetal (MEDEIROS; FOCHT, 2007). Esta
dominancia pode ser atingida poucos anos apds a sua introdugdo e € atribuida as suas
caracteristicas de elevada prolificidade, mecanismos de defesa e preservagdo bem
desenvolvidos. O grande poder de dispersdo das sementes, especialmente devido a
zoocoria, elevada competitividade por agua, luz e nutrientes com outras espécies vegetais
e a inexisténcia de inimigos naturais também contribuem para a dominancia dessas

espécies (REIS; COELHO, 2000). Além disso, algumas espécies de Eragrostis,
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como E. lugens ndo sdo nutritivas e 0s animais se recusam a ingeri-las, facilitando ainda mais
sua disseminac&o (SEBASTIAO et al., 2010).

Dentro do género, algumas espécies possuem importancia agricola, e tém sido
encontradas infestando lavouras de arroz irrigado, causando prejuizos, sdo exemplos :
Eragrostis pilosa P. Beauv. popularmente conhecida como capim barbicha-de-aleméo, de
origem europeia a qual foi introduzida no Brasil como planta forrageira e € muito apreciada
pelo gado (BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2001); Eragrostis plana Nees., conhecida por
capim annoni-2, trazida da Africa para o Rio Grande do Sul na década de 1950, também com
0 objetivo forrageiro (MEDEIROS et al., 2004) e Eragrostis lugens Nees., conhecida
popularmente como eragrostis, pasto-ilusdo ou pasto-mosquito, recentemente encontrada
infestando &reas de cultivo de arroz no Rio Grande do Sul (CANTO-DOROW, 2011,
LORENZI, 2008).

Apesar de ndo existirem trabalhos investigando a atividade alelopatica de E. lugens,
trabalhos realizados com espécies congenéricas, como E. plana (COELHO, 1986;
FIORENZA, et al., 2016) e E. curvula (GHEBREHIWOT et al., 2013; CHOU; YOUNG
1975), ja demonstraram a existéncia de potencial alelopético dentro do género. Tais estudos
demonstram que a agressividade das espécies pertencentes a esse género como invasoras, pelo
menos em parte se deve as substancias alelopaticas por elas produzidas. Este fato somado a
capacidade de E. lugens em formar populaces densas e dominantes (LORENZI, 2008),
torna necessaria a investigacdo do potencial alelopéatico dessa espécie, sendo esta, uma possivel

estratégia que contribui no estabelecimento dessas populagdes.
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3 CONSIDERACOES INICIAIS

Sabe-se que as plantas daninhas constituem um dos fatores que mais influenciam o
crescimento, o desenvolvimento e a produtividade das culturas, dada sua capacidade de
competicdo por recursos, e demais mecanismos de interferéncia, dentre eles a alelopatia, o
que se reflete na reducéo quantitativa e qualitativa da producéo.

A presente dissertacdo tem como objetivo a investigacdo do potencial alelopético da
espécie Eragrostis lugens, planta daninha infestante de lavouras de arroz irrigado, bem como
realizar analise fitoquimica por espectrofotometria nos extratos desta espécie. Para tal, foram
utilizados extratos obtidos a partir da parte aérea provenientes de duas estacbes sazonais:
primavera e verdo (compreendidas entre plantio e colheita do arroz) e aplicados sobre as
sementes das plantas alvo, arroz (Oryza sativa L.) e alface (Lactuca sativa L.) (somente
extratos do verdo), a fim de verificar possiveis efeitos destes sobre a germinacgéo (porcentagem
e indice de velocidade) e o crescimento inicial destas duas espécies.

A presente pesquisa busca entender os mecanismos utilizados por E. lugens para infestar
as lavouras de arroz, se ela é capaz de interferir alelopaticamente nas plantas de arroz e em
qual fase de desenvolvimento destas o efeito € mais evidente (germinacdo ou crescimento),
bem como comparar as duas estagdes sazonais quanto ao potencial alelopatico. A alface foi
utilizada por ser a planta modelo, visto que é amplame nte utilizada em estudos alelopaticos,
dada sua sensibilidade aos aleloguimicos, servindo como comprovacdo do potencial
alelopético da planta teste. Através do entendimento das propriedades alelopéticas das plantas
daninhas, é possivel entender os mecanismos do potencial invasor, tornando mais facil o
desenvolvimento de estratégias eficientes e constantes para o controle das plantas com essas
propriedades.

Os resultados obtidos, bem como a discusséo destes estdo apresentados a seguir em dois
capitulos formatados como artigos completos:

CAPITULO I: ALELOPATIA E FITOQUIMICA DE Eragrostis lugens Nees. NA
GERMINACAO DAS SEMENTES E NO CRESCIMENTO VEGETATIVO DE Oryza
sativa L.

CAPITULO II: ALELOPATIA DE EXTRATOS AQUOSOS E HIDROETANOLICOS
DE Eragrostis lugens SOBRE A GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL DE
Lactuca sativa L.



4 CAPITULO I: ALELOPATIAE FITOQUIMICA DE Eragrostis lugens Nees.
NA GERMINACAO DAS SEMENTES E NO CRESCIMENTO
VEGETATIVO DE Oryza sativa L.
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ALELOPATIA E FITOQUIMICA DE Eragrostis lugens Nees. NA
GERMINACAO DAS SEMENTES E NO CRESCIMENTO VEGETATIVO DE
Oryza sativa L.

RESUMO

As plantas produzem metabdlitos secundarios que podem afetar a germinacéo e o crescimento de
outras plantas, mecanismo este definido como alelopatia. As plantas daninhas, além de possuirem
caracteristicas de planta invasora, também sdo conhecidas pelo seu potencial alelopético. Nos ultimos
anos, espécies de Poaceae tém sido encontradas como invasoras nos quadros onde se cultiva o arroz no
Rio Grande do Sul. Entre elas destacam-se as espécies do género Eragrostis, nas quais se inclui
Eragrostis lugens Nees. Extratos aquosos e hidroetandlicos de folhas de E. lugens provenientes de
duas coletas foram preparados nas concentracfes 4,0, 8,0 e 16 % (p/v) com o objetivo de avaliar o
potencial alelopatico destes na germinacdo e crescimento de Oryza sativa (arroz). Foram realizados
bioensaios de germinacdo e crescimento, montados em placas de Petri de 150 mm de didmetro com
duas camadas de papel germitest. Para 0 ensaio de germinacdo numero de sementes germinadas foi
aferido a cada 24 h, sendo entdo obtidas a percentagem de germinacdo (%G) e o indice de velocidade
de germinacédo (IVG). Para avaliacdo do crescimento inicial os didsporos de arroz pré-germinados em
agua com 1,0 mm de radicula emitida foram transferidos para as placas contendo os extratos. As
culturas foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25
°C + 1 por sete dias. Apos decorridos estes, 0 comprimento (cm) da radicula e da parte aérea foi
mensurado. Para avaliar efeitos residuais dos tratamentos, ap6s a primeira avaliagdo, as plantulas foram
transferidas para bandejas plasticas contendo mistura de substrato comercial/vermiculita, e mantidas
por 15 dias em camara de crescimento, para aclimatacdo, sendo regadas diariamente com 100 mL de
agua. Ao final destes dados de comprimento da parte aérea (cm) e nimero de folhas foram coletados e
as bandejas foram transferidas para casa de vegetacdo, onde receberam lamina d’agua de 2,0 cm,
mantida todos os dias por um periodo de 15 dias. Ao final deste periodo, foram avaliados os parametros
de comprimento da parte aérea (cm), nimero de folhas, nimero de perfilhos, comprimento radicular
(cm), area foliar (cm?) e massa seca (g). O contetido de polifendis totais e flavonoides dos extratos foi
obtido por espectrofotometria. Para polifenois, as absorbancias foram lidas no comprimento de onda de
730 nm, utilizando uma curva padrdo desenvolvida para acido galico e o resultado expresso em
miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra. Para flavonoides totais as absorbancias
foram lidas em 420 nm em espectrofotbmetro, e os teores destes foram calculados utilizando a curva
padrdo da quercetina. Os resultados foram expressos em miligrama de quercetina por grama de extrato.
Os extratos aquosos e hidroetanolicos de partes aéreas de E. lugens provenientes das duas coletas
apresentaram potencial alelopético, tendo efeito negativo na germinagao das sementes e nos parametros
de crescimento vegetativo do arroz. As partes aéreas de E. lugens apresentam metabdlitos com este
potencial alelopatico em seus tecidos, possivelmente responsaveis pelos efeitos negativos nas variaveis
estudadas, com maior énfase para as coletas efetuadas na primavera.

Palavras-chave: planta daninha; sazonalidade; metabdlitos secundarios; arroz.
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ALLELOPATHY AND PHYTOCHEMISTR Y OF Eragrostis lugens Nees. ON
SEED GERMINATION AND VEGETATIVE GROWTH IN Oryza sativa L.

ABSTRACT

Plants produce secondary metabolites that can affect the germination and growth of other plants, a

mechanism defined as allelopathy. The weeds, besides possessing characteristics of invading plant, are
also known for their allelopathic potential. In the last years, Poaceae species have been found as invaders
of the cultivation tables of rice at Rio Grande do Sul State. Among them, the species of genus Eragrostis
are highlighted, which includes Eragrostis lugens Nees. Aqueous and hydroethanolic extracts of E.
lugens leaves from two samples were prepared at concentrations 4.0, 8.0 and 16 % (p/
v) with the objective of evaluating their allelopathic potential in the germination and growth of Oryza
sativa (rice). Germination and growth bioassays were carried out on 150 mm diameter Petri dishes
with two layers of germitest paper. For the germination assay the number of germinated seeds was
measured every 24 h, and the percentage of germination (% G) and germination rate index (IVG) were
obtained. In order to evaluate the initial growth, the rice diaspores pre-germinated in water with 1.0 mm
of emitted radicle were transferred to the plates containing the extracts. Cultures were maintained in a
growth chamber with photoperiod of 16 hours and temperature of 25 °C + 1 for seven days. After
these, the length (cm) of the radicle and aerial part were measured. To evaluate residual effects of the
treatments, after the first evaluation, the seedlings were transferred to plastic trays containing
commercial substrate / vermiculite mixture and kept for 15 days in a growth chamber for
acclimatization, being watered daily with 100 mL of water. Atthe end of the study, leaf length data (cm)
and number of leaves were collected, and the trays were transferred to a greenhouse, where they
received 2.0 cm water depth, kept daily for a period of 15 days. After this period, the parameters of
aerial parts length (cm), number of leaves, number of tillers, root length (cm), leaf area (cm?) and dry
mass (g) were evaluated. The content of total polyphenols and flavonoids of extracts was obtained by
spectrophotometry. For polyphenols the absorbances were read at the wavelength of 730 nm using a
standard curve developed for gallic acid and the result expressed in milligrams of gallic acid equivalent
per gram of sample. For total flavonoids the absorbances were read at 420 nm in a spectrophotometer
and calculated using the quercetin curve. The results were expressed in milligrams of quercetin per
gram of extract. The aqueous and hydroethanolic extracts of aerial parts of E. lugens from the two
collections presented allelopathic potential, having a negative effect on seed germination and on the
parameters of vegetative growth of rice. The aerial parts of E. lugens accumulated metabolites with this
allelopathic potential, such as phenolic and / or flavonoid compounds, possibly responsible for the
negative effects on the studied variables, with a greater emphasis on the spring samples.

Keywords: weed; seasonality; secondary metabolites; rice.
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INTRODUCAO

As plantas produzem metabdlitos secundarios, os quais podem afetar a
germinagdo e o crescimento de outras plantas em um mecanismo definido como alelopatia
(INDERJIT; DUKE 2003), termo este, empregado para caracterizar as interag0es
mediadas por biomoléculas existentes entre planta-planta e planta-microrganis mos
(MECINA, 2014). Rice (1984) definiu alelopatia como: “qualquer efeito direto ou
indireto, nocivo ou benéfico que uma planta exerce sobre outra através da producdo e
liberacdo de compostos quimicos no ambiente”.

As plantas daninhas, além de possuirem caracteristicas de planta invasora, tais
como: rapido crescimento, longa fase reprodutiva e banco de sementes no solo
persistente, sdo conhecidas pelo seu potencial alelopatico (MEDEIROS et al., 2004) e
constituem um dos fatores que mais influenciam o crescimento, o desenvolvimento e a
produtividade das culturas, aléem de competirem por luz, nutrientes e agua, o que se reflete
na reducdo quantitativa e qualitativa da producao (SILVA; DURIGAN, 2006).

Nos ultimos anos, espécies de Poaceae que ocorrem comumente em &areas no
entorno das lavouras tém sido encontradas nos quadros onde se cultiva 0 arroz no Rio
Grande do Sul. Entre elas destacam-se as espécies do género Eragrostis (CANTO-
DOROW, 2011; BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2001), nas quais se inclui Eragrostis
lugens Nees, conhecida popularmente como eragrostis, pasto-ilusdo ou pasto-mosquito.
Esta espécie € uma planta perene que se desenvolve tanto em areas de coxilha, quanto em
areas de varzea, e reproduz-se por sementes (LORENZI, 2008).

Todas as plantas produzem metabolitos secundarios, que variam em qualidade e
quantidade de espécie para espécie. Diversos sdao 0s compostos atualmente conhecidos e
com efeitos alelopatico (RIZVI et al. 1992; PEDROL et al. 2006), sendo os glicosideos
cianogénicos, alcaloides, sesquiterpenos, flavonoides e &cidos fendlicos os principa is
responsaveis por tais propriedades (KING; AMBIKA, 2002). A producdo de
aleloquimicos esta, provavelmente, relacionada com a defesa da planta, e muitos deles
tém sua sintese desencadeada por eventuais intempéries as quais elas estdo expostas
(FERREIRA; AQUILA, 2000), como por exemplo, temperatura, umidade, precipitacao,
radiacdo solar e variacdo sazonal. A variacdo sazonal engloba variagdes bruscas de
temperatura e umidade do solo, provocando desvios das rotas biossintéticas dos
metabdlitos secundarios, podendo ser observados efeitos alelopaticos mais evidentes em

umaestacé@o do que na outra (TAIZ et al., 2017).
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Sé&o encontrados na literatura trabalhos relacionados a influéncia alelopética de espécies
do género Eragrostis sobre culturas ou forrageiras, indicando que sua agressividade como
invasora, pelo menos em parte, deve-se as substancias alelopéaticas por elas produzidas
(COELHO, 1986; FIORENZA et al., 2016; GHEBREHIWOT et al. 2013). Apesar dos
avancos feitos nos Ultimos anos no isolamento, identificacdo e quantificacdo de compostos com
bioatividade, lacunas permanecem no entendimento da interacdo alelopética entre espécies do
género Eragrostis e espécies cultivadas em areas infestadas e suas dinamicas no meio ambiente,
que sao passos fundamentais para entend er melhor o papel ecoldgico da espécie em campos
invadidos (BITTENCOURT et al., 2018).

O conhecimento das propriedades alelopaticas, em especial das plantas daninhas,
permite 0 entendimento dos mecanismos de interferéncia que essas plantas exercem sobre
aguelas de interesse agronémico e econémico, indicando, ainda, a importancia do
desenvolvimento de estratégia eficiente e constante para o controle das espécies de plantas
daninhas com tais caracteristicas (SOUZA FILHO, 2006).

Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar o potencial alelopatico de extratos
aquosos e hidroetanolicos de partes aéreas de E. lugens provenientes de duas estacoes
sazonais sobre a germinagdo e crescimento vegetativo de Oryza sativa, bem como realizar

estudo fitoquimico destes extratos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas partes aéreas de E. lugens coletadas em duas estacdes do ano,
primavera e verdo, em lavoura de arroz irrigado, localizadas na regido de Santa Maria- RS
(29°39°46,4”’°S 54°28°33,0”’W). Em laboratério, o material foi lavado e seco em estufa a
40 °C por sete dias e posteriormente triturado em moinho de facas tipo Wyllie (Modelo:CE-
430) para a preparacdo dos extratos vegetais. Para os bioensaios de germinagdo e crescimento
inicial, foram utilizados diasporos de arroz (cariopse: fruto concrescido com a semente), da
cultivar Guri Inta CL, coletadas em S&o Vicente do Sul em 2017.

Os extratos aquosos (agua destilada) e hidroetandlicos (70 % etanol: 30 % agua
destilada) provenientes das duas coletas foram preparados nas concentragdes de 4,0; 8,0 e
16 % (p/v) e mantidos por 24 h no escuro, em temperatura controlada (25 °C). Apds, foram

filtrados em algod&o. O tratamento controle foi &gua destilada. Para ambos 0s tipos
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de extrato e tratamento controle, o pH foi ajustado para 5,8+1 e o potencial osmético
mensurado através do método de Chardakov (1953).

Para os estudos sobre a germinagdo das sementes e o crescimento inicial das plantulas,
os diasporos de arroz foram desinfestados em etanol 70 % por um minuto, seguido de solugéo
de hipoclorito de sédio 2 % acrescida de duas gostas de Tween, por 20 minutos e trés

lavagens em agua destilada segundo protocolo citado por Paranhos et al. (2017).

GERMINACAO DAS SEMENTES DE ARROZ

Conforme protocolo proposto por Ferreira e Aquila (2000), os diasporos de arroz foram
inoculados em placas de Petri (150 mm de didmetro), contendo duas camadas de papel germitest
e pré-embebidas com 20 mL das diferentes concentragdes dos extratos. Para 0s extratos
hidroetandlicos, foram pipetados 20 mL das concentragBes dos extratos nas placas e estas
foram deixadas abertas, dentro da cdmara de fluxo laminar, até a total evaporagdo da &gua e do
alcool. Em seguida, foram pipetados 20 mL de agua destilada em cada placa para posterior
inoculacdo dos didsporos. Apds as placas foram vedadas com plastico parafilm e mantidas em

camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas (R.F.A de ~73 umol m?s™) e temperatura de
25°C+1, por sete dias (Fig. 1)

Fig. 1 - Ensaio de germinacdo em camara de crescimento

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.
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As trés concentracOes de extrato de E. lugens (e respectivos controles) constituira m os
tratamentos com cinco repeti¢des cada um, e cada repeticdo constou de duas placas contendo
20 diasporos. O numero de sementes germinadas foi aferido a cada 24 h durante o periodo
de sete dias. Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram no minimo 1,0 mm
de radicula emitida, sendo entdo obtida a percentagem de germinacdo (%G), conforme
Labouriau e Valadares (1976) e o indice de velocidade de germinagdo (IVG), conforme
Maguire (1962).

CRESCIMENTO INICIAL DO ARROZ

Para o experimento de crescimento inicial foi efetuada previamente a padronizacao do
tamanho das plantulas a serem submetidas aos extratos, sendo que para isso, 0s didsporos de
arroz foram inoculados em placas de Petri pré-embebidas em éagua destilada e mantidos em
camara de crescimento por um periodo de 72 h, com fotoperiodo de 16 horas (R.F.A de
~73umol m? s1) e temperatura de 25 °C+1. Ao final deste periodo, os didsporos que
apresentaram 1,0 mm de radicula emitida foram transferidos para placas de Petri (150 mm de
didmetro) contendo duas camadas de papel germitest e pré-embebidas com 20 mL das
diferentes concentracBes dos extratos (aquosos ou hidroetandlicos) seguindo a mesma
metodologia utilizada no estudo de germinacdo das sementes e as culturas mantidas em
camara de crescimento nas mesmas condi¢des acima, por sete dias. Ao final destes, 0s
dados do crescimento inicial das plantulas foram coletados, sendo que o comprimento, em
centimetros da radicula e da parte aérea foi mensurado com o auxilio de uma régua.

Com o objetivo de avaliar efeitos residuais dos tratamentos no desenvolvim ento inicial
das plantas de arroz, ap6s a primeira avaliagdo, as plantulas foram transferidas para bandejas
plasticas (Medidas: 30x13x11 cm) contendo mistura de substrato comercial
Mecplant®/vermiculita (2:1) previamente autoclavados. As bandejas contendo 40 plantulas
(dispostas em 4 fileiras, e 3 cm de distancia umas das outras) foram aclimatadas utilizando-se
de tampas plasticas transparentes por 15 dias em camara de crescimento com temperatura
de 25 °C+1 e fotoperiodo de 16 horas (R.F.A de ~73 umol m?s™), sendo regadas todos os dias
com 100 mL de agua destilada (Fig. 2).
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Fig. 2 - Plantas de arroz em processo de aclimatacdo em sala de crescimento

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.

Ao final dos 15 dias, dados de comprimento da parte aérea (cm) e nimero de folha s
foram coletados e as bandejas contendo as plantas de arroz foram ent&o transferidas para casa
de vegetacdo, contendo bancadas de 1,20 m de largura x 4 m de comprimento, a uma
distancia de 90 cm do solo, permitindo a acomodacdo de duas fileiras de bandejas por
bancada. A casa de vegetacdo era recoberta com filme de polietileno de baixa densidade, de
150 pum de espessura. Nestas condicdes, as plantas de arroz foram mantidas em lamina d’agua
de 2,0 cm, por um periodo de 15 dias, com temperatura dentro da casa de vegetagdo
variando entre 28 e 33 °C (Fig. 3).

Ao final deste periodo, foram avaliados os parametros de comprimento da parte aérea
(cm), nimero de folhas, nimero de perfilhos, comprimento radicular (cm) e area foliar (cm?)
(utilizando-se o aparelho AM350). Partes aéreas e radiculares foram separadas e colocadas
em estufa por sete dias para determinacéo da massa seca(g).

O delineamento experimental para os bioensaios foi o inteiramente casualizado , com
quatro tratamentos, e cinco repeticdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a

andlise de variancia e a comparagdo entre as médias foi efetuada através do
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teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

Fig. 3- Plantas de arroz sob lamina d’agua em casa de vegetagdo

15 et
FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.

ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE PARTES AEREAS DE Eragrostis
lugens

O conteudo de polifendis totais dos extratos aquosos foi determinado pelo método
descrito por Boligon et al. (2009). Assim, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 2 N foi
adicionado a 1,0 mL dos extratos foliares de E. lugens, na concentracdo de 0,15 mg mL1.
Essa solucdo foi deixada em repouso por cinco minutos sendo entdo adicionado 2,0 mL de
Na2CO3 a 20 %, e ap6s 10 minutos feitaa leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 730 nm. O teor de polifendis foi calculado utilizando-se uma curva padréo
desenvolvida para acido galico e o resultado expresso em mg equivale ntes de acido galico
por grama de amostra.
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A determinacéo do teor de flavonoides totais foi realizada segundo o método descrito
por Woisky e Salatino (1998), com o uso de 1,0 mL de cloreto de aluminio 2,0 % adicionado
em 1,0 mL de solucdo da amostra (extratos da parte aérea). Apds 15 minutos, as
absorbancias foram lidas em 420 nm em espectrofotdmetro. Para o calculo da concentragdo de
flavonoides foi utilizada a curva de quercetina. Os teores de flavono ides foram entdo

determinados em mg de quercetina por grama de extrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracteriza¢do fisico-quimica dos extratos aquosos revelou variacdo de potencial
osmético na faixa entre -0,01 e -0,03 Mpa. Os valores de potencial osmético encontrados nos
extratos utilizados no presente trabalho consideram-se adequados para a germinacdo das
sementes e crescimento inicial das plantulas de arroz (ver CAMPOS; ASSUNCAO, 1990).
Assim, elimina-se a influéncia do pH (ajustado a 5,8+1) e do potencial osmético nos

resultados alcancados.

GERMINACAO DAS SEMENTES DE ARROZ

O processo germinativo das sementes de arroz foi influenciado negativamente pelos
extratos da parte aérea de E. lugens quando comparados ao tratamento controle em ambas as
coletas (Fig. 4). A percentagem de germinagdo das sementes de arroz submetidas aos extratos
aquosos provenientes da coleta da primavera foi afetada em uma relacdo concentracéo
dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo do extrato, maior o efeito observado. Este
fato € bem evidente na concentracdo mais elevada (16 %), na qual foram registrados os
menores valores de germinacdo. Ja para as sementes submetidas aos extratos aquosos
provenientes da coleta do verdo, ndo foram observadas diferencas significativas entre o
tratamento 4,0 e 8,0 % quando comparados ao controle, havendo uma redugdo apenas no
tratamento 16 % (Fig. 4-A). Resultados semelhantes foram verificados por Fiorenza et al.
(2016), testando o potencial alelopatico de uma espécie do mesmo género, Eragrostis plana
na germinagdo de espécies forrageiras, com efeitos mais evidentes nas concentragbes mais
elevadas de extrato (50, 70 e 100 %), em que foram registrados os menores valores de
germinagdo ou parada completa do processo de germinacdo das sementes. Apesar de no

presente trabalho terem sido testados extratos em
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concentragdes menores, 0s resultados aqui apresentados ainda mostram efeitos alelopaticos
intensificados com o aumento da concentragdo. As concentragdes mais baixas aqui
utilizadas se devem a pequena quantidade de matéria vegetal resultante da moagem, em funcéo
do tamanho diminuto do limbo foliar da espécie em estudo.

As sementes de arroz submetidas aos extratos hidroetanolicos também apresentaram
reducdo na percentagem de germinacdo em comparacdo ao tratamento controle, porém,
menor do que a observada para os extratos aquosos, nao havendo diferenca significativa entre
0s tratamentos, para 0s extratos provenientes da coleta da primavera (Fig. 4-B). Resultados
semelhantes foram observados para os extratos provenientes da coleta do verdo, porém
observou-se redugdo mais significativa no tratamento 16 %.

As diferengas observadas entre os resultados das duas coletas e dos dois tipos de
extratos podem ser devidas ao fato de que diferentes solventes podem extrair diferentes
substancias que podem ou nao ter efeito no desenvolvimento de espécies alvo. Ainda, algumas
substancias podem ter modificagBes na sua producdo dependendo da época do ano e de
eventuais estresses a que possam ser submetidas (GOMES, 2013). Além disso, a atividade
bioldgica de um determinado aleloquimico depende tanto da concentracdo do mesmo, como do
limite de resposta da espécie afetada (REIGOSA et al., 1999).

Fig. 4 - Porcentagem de germinacao das sementes de arroz sob efeito de extratos aquosos
(A) e hidroetandlicos (B) de partes aéreas de E. lugens coletadas em duas estacdes
sazonais.

(%)

Germinagao
Germinagdo (%)

Concentracies dos extratnos =
y " o Concentragbes dos extratos

W Primavera B Verso W Primavara B Verdo

Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre as concentrag6es de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P< 0.05). *Indicam diferencas estatisticas significativas entre as esta¢des sazonais no
mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).
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Os valores do IVG apresentaram uma relacdo de proporcionalidade com os da
porcentagem de germinacdo (Fig. 5). Para as sementes submetidas aos extratos aquosos
provenientes da coleta da primavera, observou-se diferencas significativas entre todos 0s
tratamentos, tanto quando comparados ao controle, quanto entre si sendo que a reducéo do
IVG foi intensificada com o aumento da concentracdo dos extratos. J& para as submetidas aos
extratos aquosos provenientes da coleta do verdo, a diferenca significa t iva pode ser
observada apenas para a concentracao 16 % (Fig. 5-A). Tais resultados vdo ao encontro dos
observados por Ghebrehiwot et al. (2013) e Chou e Young (1975), testando o efeito
alelopético de extratos aquosos de Eragrostis curvula nos quais 0s mesmos apresentaram
efeitos negativos no indice de velocidade de germinacdo das sementes de alface. Estes autores
identificaram altas concentracfes de acidos fendlicos nestes extratos de E. curvula, podendo
estes serem responsaveis pelos efeitos observados.

O IVG das sementes de arroz submetidas aos extratos hidroetanolicos também foi
reduzido com o aumento da concentragdo do extrato (Fig. 5-B). Para os extratos provenientes
da coleta da primavera, ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos,
apenas entre estes e o controle. Para o0s extratos provenientes da coleta do verdo, observou-se
diferencas significativas entre todos os tratamentos, e entre estes e o tratamento controle, com
excecdo do 4,0 %. De acordo com Ferreira e Borghetti (2004), quanto maior o VG, maior é 0
vigor das sementes. No presente trabalho, extratos das partes aéreas obtidos nas duas coletas
diminuiram este parametro, evidenciando o efeito alelopatico de E. lugens sobre a germinacao
do arroz para os dois tipos de extrato. A polaridade dos extratos aquosos pode explicar 0s
resultados mais expressivos observados para estes, sendo mais efetivos quanto a acdo
alelopéticaem comparacao aos extratos hidroetandlicos (CONDESSA, 2011).

Quando comparados, 0s resultados das duas coletas apresentaram diferencas
significativas, sendo que os extratos provenientes da coleta da primavera mostraram efeito
alelopatico mais pronunciado que os provenientes da coleta do verdo, para ambos o0s tipos
de extrato. Em geral, as espécies apresentam épocas especificas em que contém maior
quantidade de principios ativos em seus tecidos, podendo essa variacdo ocorrer tanto no
periodo de um dia, como em épocas do ano (SIMOES et al., 2003). Além da época do ano e
condicBes ambientais, a atividade alelopatica pode ser influe nciada por fatores genéticos ou
mesmo pela idade da planta ou do 6rgdo (RICE, 1984; LARCHER, 1995).
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Fig. 5 - Indice de velocidade de germinacio das sementes de arroz sob efeito de extratos
aquosos (A) e hidroetandlicos (B) de partes aéreas de E. lugens coletadas em duas
estacdes sazonais.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentragdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P<0.05). *Indicam diferencgas estatisticas significativas entre as esta¢cdes sazonais no
mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).

CRESCIMENTO INICIAL DO ARROZ

Os extratos aquosos de E. lugens provocaram reducdo no comprimento da parte aérea
e da radicula das plantulas de arroz, sendo os efeitos inibitorios mais conspicuos com o
aumento das concentracdes de extratos utilizados (Tab. 1).

Para as plantulas submetidas aos extratos aquosos provenientes da coleta da primavera,
observa-se redugdo no comprimento da parte aérea com diferenca significat iva entre todos os
tratamentos. Para o comprimento radicular se observa redugdes acentuadas nas duas
concentragOes mais elevadas dos extratos (8,0 e 16 %, 0,47 cm — 0,08 cm, respectivamente),
em relacdo ao controle (4,80 cm) (Fig. 6). O efeito de aleloquimicos presentes em uma planta
no desenvolvimento radicular € relevante, uma vez que o crescimento normal das raizes € de
primordial importancia para a absorc¢éo de nutrientes no periodo inicial de crescimento pos-
germinativo (RICE, 1984), uma redugdo no crescimento radicular pode comprometer o

processo de desenvolvimento normal da planta afetada.
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Tab. 1 - Crescimento inicial das plantulas de arroz sob efeito de extratos aquosos e
hidroetandlicos de partes aéreas de E. lugens coletadas em duas estacGes sazonais aos sete
dias de experimento.

Coleia primavera Caoleta verio
Concentragies dos
extratos (%) Comprimento (cm) Comprimento {cm)
Parte acrea Parte radicular Parte aérea Parte radicular

Extraios Comitrole 471 A* 480 A* 565 A 3155 A
Agquosos 4.0 449 B* 3IZB* 513 AR 354 A
8.0 33 C* 047 C* 503 B# 34T AH
1&.0 105 v # 008 [ * 3MCE 1.IE B®

CV (%) 169 0,71 6,15 455
Extratos Comtrole 4,14 A% 426 A 556 A% 464 A
Hidroe tandlicos 40 235 B* 145 B* 548 A% 447 A%
8.0 242 C* oo C* 536 A 425 A
16,0 201 D#* 085 D * 098 B* 042 B*

CV (") 117 2,20 488 B.46

Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre as concentracdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P< 0.05). *Indicam diferengas estatisticas significativas entre as estagbes sazonais no
mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).

Fig. 6 - Plantulas de arroz submetidas aos extratos aquosos provenientes da coleta da
primavera.

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.

Ja as plantulas submetidas aos extratos aquosos obtidos das partes aereas coletadas no
verdo apresentaram reducdo no crescimento, porém ndo tdo evidentes quanto as expostas aos

extratos do material vegetal coletado na primavera, havendo  diferengas
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significativas apenas no tratamento com concentracdo de 16 %, também com reducéo

expressiva para o comprimento radicular (Fig. 7).

Fig. 7. Plantulas de arroz submetidas aos extratos aquosos provenientes da coleta do verao

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.

Resultados semelhantes podem ser observados para as plantulas submetidas aos
extratos hidroetanolicos, em ambas as coletas (Fig. 8 e 9). Tais resultados sdo semelhantes
com os observados por Borges et al. (2016), nos quais extratos aquosos de partes aéreas de
Eragrostis plana interferiram negativamente no crescimento inicial de feijdo-miudo (Vigna
unguiculata L.) e cornichdo (Lotus corniculatus L.), com reducdo e/ou inibicdo no
comprimento da parte aérea e do sistema radicular, sendo o segundo mais sensivel aos
aleloquimicos, o que pode ser devido ao fato de que seu alongamento depende das divisdes
celulares, que, se inibidas, comprometem o seu desenvolvimento normal (HOFFMANN et al.
2007).
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Fig. 8 - Plantulas de arroz submetidas aos extratos hidroetandlicos provenientes da coleta
da primavera.

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.

Fig. 9 - Plantulas de arroz submetidas aos extratos hidroetanélicos provenientes da coleta
do veréo

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.
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Apesar de utilizarem extratos em concentragdes maiores que as do presente trabalho,
Ghebrehiwot et al. (2013) testando o efeito alelopatico de extratos aquosos de Eragrostis
curvula, observaram efeitos negativos dos mesmos sobre o crescimento inic ia | de alface em
todas as concentragdes testadas (2,0; 10; 25 e 40 %), sendo que, nas concentracfes mais altas
(25 e 40 %), ocorreu a completa inibicdo do crescimento radicular. Os efeitos alelopaticos
podem variar quanto a sua intensidade, visto que a acdo dos aleloquimicos é condicionada
por diversos fatores, tais como concentracdo, temperatura e outras condi¢des ambientais.
Geralmente, os efeitos causados tendem a ser dependentes da concentragdo dos aleloquimicos,
ou seja, tendem a ser mais acentuados em concentragdes mais altas, sendo essa tendéncia
observada nos bioensaios de crescimento (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006).

No que diz respeito aos efeitos residuais dos extratos foliares sobre o desenvolvimento
das plantas de arroz, os resultados seguem uma relacdo de proporcionalidade com os
observados para o crescimento inicial (Tab. 2). Para as plantas de arroz submetidas aos
extratos aquosos de partes aéreas coletadas na primavera e avaliadas aos 15 dias apos a
transferéncia para substrato com solo e vermiculita, pode-se observar redugéo significativa
em ambos o0s pardmetros analisados em relacdo ao controle, sendo esta proporcional ao
aumento da concentracdo do extrato, havendo diferenca estatistica significativa entre todos 0s
tratamentos. As plantas submetidas aos extratos a 16 %, por estarem em tamanho reduzido por
ocasido do transplante para o substrato, ndo chegaram a se desenvolver. Para as submetidas
aos extratos de partes aéreas coletadas no verdo, podem ser observadas reducoes
significativas no comprimento da parte aérea, principalmente nas concentracfes mais
elevadas (8,0 e 16 %), e nenhuma diferenca significativa para o nimero de folhas. Estes
resultados vao de encontro aos observados por Coelho e Schmidt (2001) para extratos
aquosos de folhas de Eragrostis curvula, os quais suprimiram significativamente o
crescimento de plantas de Trifolium repens (Trevo-branco) e Agrostis sp. Favaretto et al.
(2011) observaram efeitos similares em que extratos aquosos de folhas de E. plana (capim-
annoni) causaram redugé@o no crescimento de plantas de trevo-branco, necrose da raiz e outros
sintomas de toxicidade.

No que se refere aos efeitos dos extratos hidroetandlicos os mesmos foram semelhantes
aos observados para os extratos aquosos. Os provenientes da coleta da primavera exerceram
efeitos negativos, para ambos 0s parametros, resultando em redugdes proporcionais ao
aumento na concentracdo do extrato. Os extratos provenientes da coleta do verdo exerceram

efeitos negativos, porém menos evidentes do que 0S da
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primavera, ndo ocorrendo reducdes significativa entre os tratamentos para o numero de folhas.
Os efeitos de extratos aquosos e hidroetandlicos sobre o desenvolvimento de plantulas séo
frequentemente explicados em termos individuais de alguns dos principa is constituintes ou
mesmo de determinadas classes quimicas presentes nestes extratos. Ambos os tipos de
extratos sdo misturas de diferentes componentes quimicos em proporcdes variadas e é
frequentemente desconhecido se e como esses constituintes interagem entre si e promovem
seus efeitos sobre outros organismos (TARAYRE et al., 1995). Esses aspectos implicam maior

ou menor atividade alelopatica de um ou outro tipo de extrato.

Tab. 2. Parametros de crescimento das plantas de arroz sob efeito de extratos aquosos e
hidroetanolicos de partes aéreas de E. lugens coletadas em duas estacfes sazonais aos 15
dias de experimento.

Coleta primavera Coleta verdo
Concentracdes
dos extratos (%) Comprimento Mamero de Comprimento Mumero de
Parte aérea (cm) folhas Parte aérea (cm) folhas
Extratos Controle 1579 A F 354 A% 1949 A * 286 AE
Aquosos 4.0 1085 B # 316 B* 14,15 B * 246 AF
8.0 B3R C* 163 C* 1,05 C* 2,72 A¢*
16,0 0D 0D* 1,22 C# 24T A*
V(%) 20 1,77 1,003 10,55
Extratos Controle 16,66 A ® 346 AT 1743 A® 2E5 A*
Hidroetanolicos 4.0 574 B* 1,50 B * 1500 B* 151 B*
8.0 1,75 % 074 C* 15.11 B * 13 B*
16,0 0,93 D #* 036 e 13,03 = 2B
CV (%4) 0,71 338 1,93 5,55

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentragfes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P<0.05). * Indicam diferencas estatisticas significativas entre as esta¢des sazonais no
mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).

Assim como para as plantas avaliadas aos 15 dias, 0s extratos aquosos mostraram
efeitos residuais negativos sobre as plantas de arroz avaliadas aos 30 dias de experime nto
(Tab. 3). Plantas submetidas aos extratos provenientes da coleta da primavera apresentaram
reducdes significativas, com diferenca estatistica entre todos os tratamentos para comprimento
(parte aérea e radicular) e nimeros de folhas e perfilhos. Para parametros como massa seca
(tanto de folhas quanto raizes) e area foliar, ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos 4,0 e 8,0 %. Para as plantas submetidas aos extratos aquosos do material coletado
no verdo, observam-se efeitos residuais negativos, porém, assim como para as demais

avaliacoes, menos evidentes do que 0S observados
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para 0s extratos da primavera, com diferencas significativas visiveis apenas na concentracdo
mais elevada (16 %) para a maioria dos parametros, com excecdo da area foliar, na qual ndo
houve diferenca significativa para nenhum tratamento.

De acordo com Viecelli (2005), os efeitos alelopaticos podem apresentar variagdes
quanto a intensidade e a caracteristica de estimulo ou inibi¢do, dependentes da concentracéo
do material e/ou extrato vegetal utilizado sobre a planta receptora. Estes efeitos podem ser
dependentes também da época de coleta do material vegetal, visto que nem a quantidade, nem
a natureza dos compostos quimicos produzidos € constante durante o ano (GLOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Além disso, a faixa em que ocorrem as variagdes anuais, mensais e
diarias na temperatura € um dos fatores que exerce maior influéncia no desenvolvimento das

plantas, afetando, portanto, a producao de metabolitos secundarios desta (EVANS, 1996).

Tab. 3. Parametros de crescimento das plantas de arroz sob efeito de extratos aquosos
de partes aéreas de E. lugens coletadas em duas estacBes sazonais aos 30 dias de
experimento.

Concentracies dos Ciommprimienio MY e MY e II'-.11||||'ri|||-::r|1-.'- Mlassa seca (@) Area
exitatos (%6 Parte acren {cm) Folhias Perfilhos  rasdicular [cm) T o I-fll'h:i-r
(£m=}
Comtrole HETE4 AT @1 A" 292 A 16,33 A" 2A3EAT O8I AT 1463 AT
1.0 346 B 663 B* 192 B* 1363 B* IAEB* 046 B* 1255 B
Coleta 5.0 J3BIC* 62 C* 158 C* 12,71 ©* 244B* 03 B* 1132 B*
Primavera 16,0 0 D* o D* 0 D* oD LU LU 0o
CV (®a) 037 1,83 4,51 0,70 292 12,50 996
Comtrole 355 A" 304 AR 205 A 1466 A" 242A% 072 A" 1322 AT
1.0 34,62 B 206 A® 2RI AN 1450 A * IMBE* 05 B* 1323 A
Coleta Verao 8.0 M55 B* LIS BT G 1431 A ™ 19aB* 036 C* 13,19 A*
16,0 ilzs cCc= 312AB* 2B4AB* 1125 B* 138C* 028 C* 12I13AF
CV () 038 345 3,31 .85 4 44 11,16 &, 70

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentracdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P < 0.05). * Indicam diferencas estatisticas significativas entre as estacGes sazonais
no mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).

Os resultados observados para as plantas submetidas aos extratos hidroetanolicos
foram semelhantes aquelas submetidas aos extratos aquosos (Tab. 4.). Observam-se efeitos
residuais negativos para todos os parametros, em ambas as coletas, porém, para as plantas
submetidas aos extratos da primavera, ocorreram redugfes significativas com diferenga

estatistica  entre  todos o0s  tratamentos,  proporcionais ao aumento  da
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concentracdo do extrato. Ja para as submetidas aos extratos do verdo, reducgdes evidentes
podem ser observadas apenas na concentracdo mais elevada (16 %).

De acordo com Alves et al. (2002), uma vez que as atividades biologicas apresentadas
por extratos vegetais sdo geradas pela sua composicdo quimica, a qual pode ser alterada por
fatores bidticos e abidticos, alteraces na intensidade dessas bioatividades poderdo ocorrer de
acordo com a época de coleta. Para extratos hidroetandlicos, atividades inibitorias, como as
verificadas neste trabalho, podem ser indicio da presenca de compostos fendlicos, que séo o
maior grupo de compostos secundarios das plantas e os mais frequentemente identificados
como agentes alelopaticos (XUAN et al., 2003).

Tab. 4. Parametros de crescimento das plantas de arroz sob efeito de extratos
hidroetandlicos de partes aéreas de E. lugens coletadas em duas esta¢es sazonais aos 30
dias de experimento.

Concentrigdes Comprimento N de MN® de Comprmento Mlnssa sech (g) Area [oliar
*arie aered “olhi Merfi ndicular {c Y
dos extratos (%) ]-Ir;:"':}"*" o Fertibos reckeifar o) Folhas Rulzes kel
Controle 7,28 A* 541 A 190 A 10,34 A* 210 A* 0,40 A* 600 AF
4.0 2087 B * iS4 B* 098 B* 947 B* 2,02 AB* 027 B* 463 B*
Coleta 8.0 057 C* 252 C* o0s2C* 1,03 C* 196 B 025 B* 173 C*
Primavera
16,0 519 v 132 D* 024 D= 214 D 146 C 020 C* 1,24 D*
W (%) 0,37 2,15 5,79 1,20 3,02 037 307
Controle 3151 A% 404 A 210 B* 1507 A* 245 A® 0,75 A* 1190 A*
4.0 JIG AT jls B* 258 A® 1433 AB* 10 B* 058 B* 10465 B*
Coletn verio 20 3053 A% 04 B* 190 B* 1332 B * o0 B 040 C* 1068 B*
16,0 2659 B* ils B* 10§ C* 1339 B* 1421 C 0,30 D= G942 C*
CW (%a) 3,83 5,51 949 5,60 2,86 B40 2,56

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentracdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P< 0.05). * Indicam diferencas estatisticas significativas entre as esta¢des sazonais no
mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).

Comparando-se as duas coletas, 0s extratos provenientes da coleta da primavera
causaram reducbes no crescimento inicial e desenvolvimento mais evidentes do que o0s
provenientes da coleta do verdo, havendo diferenga significativa entre as duas. Tais resultados
podem ser explicados pelo fato de que muitas das substancias consideradas alelopaticas sao
sintetizadas desde os primeiros estadios de crescimento das plantas, ou sua producdo pode
ser  desencadeada  por estimulo  externo.  Assim, a

algum época ou
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estacdo do ano, por apresentarem condi¢des ambientais diferentes, podem afetar a producéao
dos metabolitos, alterando assim a intens idade dos efeitos destes sobre as outras plantas
(EINHELLING, 2004; OLIVEROS-BASTIDA, 2008). Além disso, a magnit ude do feito
alelopético pode ser especifico da espécie e pode variar de acordo com a densidade de
individuos que recebem os compostos (WEIDENHAMER et al., 1989; ORR et al.; 2005).

ANALISE FITOQUIMICA

Entre as varias classes de compostos conhecidos pelo potencial alelopéatico, 0s
compostos fenolicos sdo um dos mais estudados (INDERJIT, 1996). Estes compostos
apresentam uma variedade de tamanhos e complexidade de moléculas e sdo amplame nte
encontrados na natureza (DAI; MUMPER, 2010).

O efeito alelopatico observado nos ensaios de germinacdo e crescimento no presente
trabalho possivelmente seja devido ao acimulo de polifenois e flavonoides nas partes aéreas
de E. lugens (Tab. 5). Os teores de polifenois totais foram maiores nos extratos aquosos
provenientes da coleta da primavera do que os provenientes da coleta do verdo, principalmente
na concentracdo mais elevada. Pode ser observado o aumento dos teores com 0 aumento da
concentracdo dos extratos em ambas as coletas. Sabendo-se que a variagdo sazonal pode ser
responsavel por desvios nas rotas biossintéticas dos metabodlitos secundarios, (TAIZ et al.,
2017) estudos envolvendo sazonalidade relatam por exemplo que em algumas plantas a
composicdo e a concentracdo de compostos fendlicos variam consideravelmente com a
sazonalidade, aumentando a diversidade e teor desses compostos entre as estacdes do ano
(JALAL et al. 1982). Reigosa et al. (1999) também encontraram relacdo entre as
concentragbes de compostos fendlicos e a inibicdo da germinagdo e do crescimento das
plantulas.

Os fendis sdo altamente distribuidos nos vegetais apresentando propriedades de
sabor, odor e coloragdo. Adicionalmente é evidenciado que devido a essas propriedades
apresentadas, estes compostos possuem caracteristicas de defesa nas plantas, na inter - relagéo
com animais e vegetais, na atividade de inibicdo da germinagdo de sementes, no crescimento de
fungos (HARBONE, 1997), além de alelopatia como é evidenciado no presente estudo.
Favaretto et al. (2015), em processos de isolamento, identificacdo e quantificacdo  de

compostos bioativos, utilizando o HPLC em extratos de E. plana,
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registraram a presenca de fendis (90 pg/mL). Além de estarem presentes no metabolis mo de
E. plana, estes compostos também foram identificados em tecidos de varias outras espécies da
familia Poaceae (BRAVO et al., 2013).

A quantificacdo de polifendis nos extratos hidroetanolicos ndo pdde ser realizada em
funcdo de umareacao entre 0s reagentes, e 0 alcool presente nos extratos.

No que diz respeito aos teores de flavonoides estes foram menores para 0s extratos
agquosos provenientes da coleta da primavera quando comparados a coleta do verdo. Para 0s
extratos hidroetanolicos os teores se mostraram equivalentes para as duas coletas. Observa-se
uma maior extracdo de flavonoides nos extratos hidroetanolicos quando comparados aos
agquosos. Segundo Fiorenza et al. (2016), este resultado j& era esperado devido ao etanol
possuir polaridade intermediaria enquanto que a agua apresenta elevada polaridade, dificultando

a extracdo destes compostos.

Tab. 5. Teores de Polifendis totais (ug/mL) e Flavonoides (ug/mL)  por
espectrofotometria em extratos aquosos e hidroetandlicos de partes aéreas de Eragrostis
lugens provenientes de duas estagdes sazonais.

Coleta primavera Coleta verio
Concentragics Teor (pg/mL) Teor (pg/mL)
dos extratos
(%a) Polifencis  Flavonoides  Polifenois  Flavonoides
totais totais
Extratos 4.0 30 A A0A J0A G0 A
Aquosos 2.0 60 B ROB * 50 AB 1H0B *
16,0 130 C* 120C * 6l B* 180 C*
Extratos 4.0 = 60 A = 60 A
Hidroetanolicos 2.0 - 110 B - 100 B
16,0 - 200C* - 200C *

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentracdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P<0.05). * Indicam diferencas estatisticas significativas entre as esta¢des sazonais no
mesmo tratamento pelo teste T (P<0.05).

Esses resultados indicam que a velocidade e a forma com que a espécie de estudo invade
e domina as lavouras de arroz irrigado podem estar associadas, dentre outros fatores, ao seu
potencial alelopatico pelo acimulo de polifendis e flavonoides verificados em seus tecidos.
Contudo, deve-se considerar que nem sempre essas substancias podem atuar como

aleloquimicos, mesmo estando presentes nas plantas (MARASCHIN-SILVA,;
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AQUILA, 2006). De acordo com Einhellig (1996), os efeitos alelopéaticos resultam da acéo
de vérias substancias que atuam em conjunto, visto que, em geral, os aleloquimicos sédo
encontrados em baixas concentragdes no meio ambiente.

Vale ressaltar que os extratos vegetais sd@o misturas que podem conter substancias de
vérias classes como terpenoides, fendlicos, alcaloides, aminoécidos ndo proteicos, dentre
outras, e que apresentam efeitos complexos sobre as plantas alvo, ainda ndo completamente
elucidados. Adicionalmente, resultados positivos para alelopatia, obtidos em laboratorio,
podem ndo se repetir em condi¢Oes naturais, devido a ocorréncia simultanea de diversos
fatores bidticos e abidticos que podem mascarar este fendmeno (MARASCHIN-SILVA,;
AQUILA, 2006). Assim, para confirmar a ocorréncia de atividade alelopatica é interessante
verificar se, em condic¢Bes naturais, 0s compostos sao liberados e acumulados no ambiente em
niveis que poderiam realmente afetar os individuos proximos (PUTNAM; TANG, 1986;
INDERJIT; CALLAWAY, 2003). Isso enfatiza a importancia de experimentos de campo para
a compreensdao de como uma especie alelopatica pode afetar uma comunidade (HARBONE,
1997; INDERJIT; WESTON, 2000).

CONCLUSAO

Extratos de partes aéreas de Eragrostis lugens, coletados tanto na primavera quanto no
verdo, exercem efeitos negativos na germinacdo das sementes de arroz (Oryza sativa L.)
bem como no crescimento de desenvolvimento da planta jovem. Os materiais vegetais de E.
lugens coletados na primavera e verdo apresentam metabolitos secundarios com conhecido
potencial alelopatico em seus tecidos, possivelmente responsaveis pela reducdo na
germinacdo das sementes e no crescimento do arroz observados no presente trabalho, com
efeito residual visivel, principalmente quanto aos extratos obtidos das coletas efetuadas na

primavera.
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5 CAPITULO II: ALELOPATIA DE EXTRATOS AQUOSOS E
HIDROETANOLICOS DE Eragrostis lugens Nees SOBRE AGERMINACAO
E CRESCIMENTO INICIAL DE Lactuca sativa L.
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ALELOPATIA DE EXTRATOS AQUOSOS E HIDROETANOLICOS DE
Eragrostis lugens Nees. SOBRE A GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL

DE Lactuca sativa L.

RESUMO

As plantas daninhas sdo demasiadamente invasivas e varias sdo as caracteristicas que as tornam
um dos mais sérios problemas da agricultura, interferindo negativamente na producédo das culturas, um
dos fatores responsaveis por essa interferéncia € a alelopatia. Eragrostis lugens Nees (Poaceae) é uma
espécie encontrada recentemente como infestante nas lavouras de arroz irrigado no Rio Grande do Sul e
espécies do mesmo género ja estudadas apresentam potencial alelopatico comprovado. Diante disso,
extratos aquosos e hidroetandlicos de partes aéreas de E. lugens coletadas no verdo foram preparados
nas concentragdes 4,0, 8,0 e 16 % (p/v) com o objetivo de avaliar o potencial alelopatic 0 na germinacédo
e crescimento de Lactuca sativa L. (alface), utilizada neste trabalho como planta teste. Foi utilizada dgua
destilada como testemunha. Para isso, 20 diasporos de alface foram inoculados em cada placa de Petri
de 150 mm de didmetro com duas camadas de papel germitest, totalizando duas placas por repeticdo e
cinco repeti¢des por tratamento. A cada 24 horas apds a inoculagéo, foram obtidas a percentagem de
germinagdo (%G) e o indice de velocidade de germinagdo (IVG). Para avaliagdo do crescimento inicial
os diasporos de alface germinados em agua com 1,0 mm de radicula emitida foram transferidos para as
placas contendo os extratos. As culturas foram mantidas em cAmara de crescimento com fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25 °C + 1 por sete dias. Ao final destes, o comprimento (cm) da radicula e da
parte aérea foi mensurado. Extratos de partes aéreas de E. lugens possuem potencial alelopatico,
exercendo efeitos negativos tanto na germinacéo das sementes de alface (Lactuca sativa L.), quanto no
crescimento inicial das plantulas, sendo estes intensificados com o aumento da concentragdo dos
extratos. As raizes mostraram-se mais sensiveis aos aleloquimicos em comparacdo com as partes
aéreas, além disso, em concentracdes mais elevadas estas estruturas apresentaram-se anormais e
necraticas.

Palavras-Chave: aleloguimicos; planta daninha; alface; metabolismo secundario; interacdo planta-
planta.
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ALLELOPATHY OF AQUEOUS AND HYDROETHANOLIC
EXTRACTS OF Eragrostis lugens Nees. LEAVES ON Lactuca sativa L.
GERMINATION AND INITIAL GROWTH

ABSTRACT

Weeds are overly invasive, and several are the characteristics that make them one of the most serious
problems of agriculture, interfering negatively in crop production, one of the factors responsible for this
interference is allelopathy. Eragrostis lugens Nees (Poaceae) is a species recently found as weeds in
irrigated rice plantations in Rio Grande do Sul and species of the same genus already studied have
proven allelopathic potential. Therefore, aqueous and hydroethanolic extracts from aerial parts of E.
lugens collected in the summer were prepared at concentrations of 4.0, 8.0 and 16% (w / v) to evaluate
the allelopathic potential in the germination and growth of Lactuca sativa L. (lettuce), used in this work
as a test plant. Distilled water was used as a control. To this end, 20 lettuce diaspores were inoculated
into each 150 mm diameter Petri dish with two layers of germitest paper, totaling two plates per replicate
and five replicates per treatment. The percentage of germination (% G) and the rate germination index
(IVG) were obtained every 24 hours after inoculation. For evaluation of the initial growth the lettuce
diaspores germinated in water with 1.0 mm emitted radicle were transferred to the plates containing the
extracts. Cultures were maintained in a growth chamber with photoperiod of 16 hours and temperature
of 25 °C * 1 for seven days. Atthe end of these, the length (cm) of the radicle and shoot was measured.
Extracts of aerial parts of E. lugens have an allelopathic potential, exerting negative effects on
germination of lettuce seeds (Lactuca sativa L.), as well as on the initial growth of the seedlings, which
are intensified with the increase of extracts concentration. The roots were more sensitive to the
allelochemicals compared to the aerial parts, moreover, in higher concentrations these structures were
abnormaland necrotic.

Keywords: allelochemicals; weed; lettuce; secondary metabolism; plant-plant interaction.
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INTRODUCAO

Nas comunidades vegetais, as plantas podem interagir de maneira positiva ou negativa.
E mais comum que, plantas relativamente proximas entre si, interajam de maneira negativa,
de modo que a emergéncia e/ou o crescimento de outras plantas seja inibido/prejudicado. Essa
interferéncia, quando causada pela producéo e liberacdo de compostos quimicos no ambiente é
chamada de alelopatia (OLIVEIRA JUNIOR, 2011; RICE, 1984).

Um dos mais serios problemas da agricultura moderna é a perda de producdo das
culturas causada pelas plantas daninhas (ALTIERI; LIEBMAN, 1988). As plantas daninhas
sdo demasiadamente agressivas, principalmente por possuirem elevada capacidade de
producdo de sementes vidveis e adaptacOes especiais para dissemina- las; capacidade de
competicdo e atributos especificos que asseguram a perpetuacdo, tais como dorméncia e
germinacdo desuniforme. Além da competicdo, muitas plantas daninhas sdo conhecidas por
interferirem alelopaticamente sobre as plantas cultivadas (OLIVEIRA JUNIOR, 2011). De
fato, este processo € de suma importancia na compreensdo das interacdes vegetais em
ambientais naturais e agroecossistemas (FRITZ et al., 2007).

Eragrostis lugens Nees, conhecida popularmente como eragrostis, pasto-ilusdo ou
pasto-mosquito € uma planta daninha pertencente a familia Poaceae e tem sido encontrada
recentemente como infestante das lavouras de arroz no Rio Grande do Sul. (CANTO-
DOROW, 2011; BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2001). Esta espécie € uma planta
perene que se desenvolve tanto em areas de coxilha, quanto em &reas de varzea, e reproduz-se
por sementes (LORENZI, 2008). Estudos alelopaticos vém sendo realizados com espécies
pertencentes ao género Eragrostis, as quais tiveram seu potencial alelopatico comprovado,
mostrando que a agressividade como invasoras, pelo menos em parte se deve a substancias
alelopaticas por elas produzidas (COELHO,1986; FIORENZA et al., 2016;
GHEBREHIWOT et al. 2013).

Diante do caracter invasor apresentado por espécies do género e 0s prejuizos causados
pelas mesmas sobre aquelas de interesse econémico e agronémico, ressalta-se a
necessidade do estudo das suas propriedades, visando o entendimento dos mecanis mos de
interferéncia e o desenvolvimento de estratégias de controle (SOUZA FILHO, 2006). Para
esses fins, normalmente s&o realizados bioensaios laboratoriais envolvendo investigagOes
alelopaticas, principalmente por permitirem o controle de condi¢es ambientais (INDERJIT;
DAKSHINI, 1995). A alface (Lactuca sativa) constitui-se uma
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otima espécie indicadora nesse tipo de estudo, e vem sendo utilizada pelos pesquisadores ja
ha vérios anos, como planta teste, pela resposta aos aleloquimicos mesmo em baixas
concentracdes, além da germinacdo rapida, crescimento linear em ampla faixa de variacédo de
pH e baixa sensibilidade aos potenciais osmoticos dos extratos (MORAES et al., 2015; RICE,
1984; SIMOES et al., 2013).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade alelopética
de diferentes concentracbes de extratos aquosos e hidroetandlicos de partes aéreas de E.

lugens sobre a germinacéo e o crescimento inicial de alface.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas partes aéreas de E. lugens coletadas no verdo (20/02/2018), em
lavouras de arroz irrigado na regido de Santa Maria-RS (29°39°46,4”°S 54°28°33,0”’W). Em
laboratorio, o material vegetal foi lavado e seco em estufa a 40 °C por sete dias e
posteriormente triturado em moinho de facas tipo Whyllie (Modelo:CE-430) para a preparacdo
dos extratos vegetais. Para 0s bioensaios de germinacéo e crescimento inic ia I, foram utilizados
didsporos de Lactuca sativa (Alface crespa Grand Rapids - ISLA®).

Os extratos aquosos (agua destilada) e hidroetandlicos (70 % etanol/ 30 % agua
destilada) foram preparados nas concentraces 4,0, 8,0 e 16 % (p/v) de partes (secas e
previamente trituradas). Posteriormente foram mantidos durante 24 h no escuro e em
temperatura controlada (25 °C). Apo6s, foram filtrados em algoddo, sendo o pH ajustado para
5,8+1 e o potencial osmotico mensurado através do meétodo de Chardakov (1953). O

tratamento controle foi 4gua destilada.

GERMINACAO DAS SEMENTES DE Lactuca sativa L.

Conforme protocolo proposto por Ferreira e Aquila (2000), para o bioensaio de germinagdo
das sementes de alface, os diasporos de alface (cipsela: fruto concrescido com a semente) foram
inoculados em placas de Petri (150 mm de didmetro), contendo duas camadas de papel germitest
e pré-embebidos com 20 mL das diferentes concentrages dos extratos.

Para os extratos hidroetanolicos, foram pipetados 20 mL das concentragdes dos extratos nas
placas e estas foram deixadas abertas, dentro da cémara de fluxo laminar, até a total
evaporacdo da agua e do alcool. Em seguida, foram pipetados 20 mL de &gua destilada
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em cada placa para posterior colocagdo dos diasporos de alface. Apds as placas foram vedadas
com plastico parafilm e as culturas foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25 °C por sete dias.

As trés concentracdes de extrato de E. lugens (mais o tratamento controle) constituiram
0s tratamentos com cinco repeticOes cada um, e cada repeticdo constou de duas placas
contendo 20 diasporos. O numero de sementes germinadas foi verificado a cada 24 h
durante o periodo de sete dias. Foram considerados germinados os indculos que apresentaram
no minimo 1,0 mm de radicula emitida, sendo entdo obtidas a percentagem de germinacgéo
(%G), conforme Labouriau e Valadares (1976) e indice de velocidade de germinacéo (IVG),

conforme Maguire (1962).

CRESCIMENTO INICIAL DE Lactuca sativa L.

Para o bioensaio de crescimento inicial foi efetuada a padronizacdo do tamanho das
plantulas a serem submetidas aos extratos, sendo que para isso, anteriormente, 0s diasporos
de alface foram inoculados em placas de Petri pré-embebidos em agua destilada e mantidos
em camara de crescimento (R.F.A de ~73 umol m? s™) e temperatura de 25 °C+1 por um periodo
de 36 h. Ao final deste periodo, os didsporos que apresentaram 1,0 mm de radicula emitida
foram transferidos para placas de Petri (150 mm de diametro) contendo duas camadas de
papel germitest e pré-embebidas com 20 mL das diferentes concentragBes dos extratos
(aquosos e hidroetanolicos) seguindo a mesma metodologia utilizada no bioensaio de
germinacdo. As culturas foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 25 °C por sete dias. Ao final destes, os dados do crescimento inicial
das plantulas foram coletados, sendo que o comprimento, em centimetros da radicula e da
parte aérea foi mensurado com o auxilio de uma régua.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a anlise de variancia e a comparacédo entre as medias foi efetuada através do teste
de Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de potencial osmotico encontrados nos extratos utilizados no presente
trabalho variaram entre -0,01 e -0,03 MPa e sdo considerados adequados para a germinagao
e crescimento inicial das sementes de alface (BASKIN; BASKIN 2014; ELAKOVICH,
1999), o que elimina a influéncia do pH (ajustado a 5,8+1) e do potencial osmético nos

resultados alcangados.

GERMINACAO DAS SEMENTES

O processo germinativo das sementes de alface foi influenciado negativame nte pelos
extratos das partes aéreas de E. lugens (Fig. 1). Observa-se reducdo na percentagem de
germinacdo das sementes de alface submetidas aos extratos aquosos quando comparados ao
controle (Fig. 1-A), com efeitos mais pronunciados na concentracdo mais elevada (16 %), nao
havendo diferenca significativa entre os tratamentos 4,0 e 8,0 %. Tais resultados
corroboram com os relatados por Ghebrehiwot et al. (2013), testando o efeito alelopético de
extratos aquosos de folhas de Eragrostis curvula, nos quais o0s extratos de menor
concentracdo (2,0 %) ndo causaram reducdo significativa na germinacéo das sementes de
alface em comparacdo com as concentragfes mais elevadas (a partir de 10,0 %).

J4 para as sementes submetidas aos extratos hidroetandlicos (Fig. 1-B), efeitos
significativos podem ser observados apenas para as sementes submetidas ao extrato a 16,0
%, ndo havendo diferencgas significativas entre 0s demais tratamentos e o tratamento controle.
A germinacdo de sementes é amplamente utilizada nos bioensaios alelopéticos e, na
literatura 0 uso desse bioensaio é em geral adequado para a determinagdo da atividade
alelopatica (LEATHER; EINHELLING, 1986; INDERJIT; DAKSHINI, 1995;

ROMEO; WIDENHAMER, 1988). Porém, muitas vezes o efeito alelopatico néo é
observado na percentagem da germinacéo das sementes, mas sim na velocidade em que elas
germinam ou outro parametro durante o processo (BORGHETTI; PESSOA, 1997). O
tempo médio de germinagdo é um parametro mais sensivel a presenca de aleloquimicos
porque muitos deles permitem que a semente germine, mas com um pequeno atraso
(OLIVEIRA et al., 2004).
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Fig. 1- Porcentagem de germinacgéo das sementes de alface sob efeito de extratos aquosos
(A) e hidroetanolicos (B) de partes aéreas de E. lugens coletadas no verao.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentragdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P<0.05).

No que diz respeito ao indice de velocidade de germinacdo (IVG), observam- se
resultados mais evidentes do que aqueles obtidos para a percentagem de germinacéo (Fig. 2).
Pode-se notar uma relagdo concentracdo-dependente entre a velocidade de germinacao e 0s
extratos, uma vez que, a0 aumentar a concentracdo dos extratos, ocorreu reducéo significativa
na velocidade de germinacgdo das sementes de alface, possivelme nte relacionada ao aumento
na quantidade de aleloquimicos na solucdo. Resultados semelhantes sdo observados para
ambos os tipos de extratos: aquosos (Fig. 2-A) e hidroetandlicos (Fig. 2-B). Resultados
semelhantes foram registrados para espécies do mesmo género por Coelho e Schmidt (2001),
que reportaram efeitos negativos de extratos aquosos de Eragrosrtis curvula no indice de
velocidade de germinagdo de Trifolium repens (Fabaceae) e Agrostis sp. (Poaceae). Além
disso, o indice de velocidade de germinacdo também foi verificado por Coelho (1986),
utilizando extratos de Capim annoni-2 (Eragrostis plana) sobre trevo-branco (Trifolium
repens) e cornichdo (Lotus corniculatus - Fabaceae), mostrando resultados andlogos. Atrasos
na germinacdo das sementes de qualquer espécie podem afetar a captacdo de recursos vitais
como luz, agua e nutrientes, tendo implicacbes biologicas importantes podendo afetar o
estabelecime nto das plantulas em condi¢des naturais (ESCUDERO et al., 2000; CHAVES et
al., 2001) e diminuir suas chances de competir por recursos com espécies Vvizinhas
(XINGXINAG, 2009).
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Fig. 2. Indice de velocidade de germinacéo das sementes de alface sob efeito de extratos
aquosos (A) e hidroetanolicos (B) de partes aéreas de E. lugens coletadas no verao.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentragdes de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P< 0.05).

Segundo Ferreira e Aquila (2000), nos estudos alelopéticos, a percentagem de
germinacdo (indice final de sementes germinadas) é um indice muito usado, embora nao
demonstre outros aspectos do processo de germinacéo, como atrasos, jA que envolve apenas
resultados finais, ignorando periodos de germinacdo inativa no decorrer do bioensaio. Como
citado anteriormente, em decorréncia disso, muitas vezes o efeito alelopético ndo é observado
sobre a percentagem final, mas sim, sobre a velocidade de germinacdo (CHIAPUSIO et
al.1997), provocando, por exemplo, alteracbes na curva de distribuicdo da germinacdo, que
passa de distribuicdo normal para uma curtose, 0 que pode resultar em efeitos sobre a
permeabilidade das membranas, transcricdo e traducdo do DNA, respiragdo, ou ainda pela
combinacdo destes fatores (FERREIRA; AQUILA, 2000). Tais resultados podem ser
observados no presente trabalho, no qual o IVG apresentou resultados mais significativos do

que os obtidos para percentagem de germinag&o.

CRESCIMENTO INICIAL DE ALFACE

Comparando as diferentes concentracfes dos dois extratos (aquosos e hidroetandlicos),

observou-se  interferéncia  negativa no  crescimento  inicial  das plantulas
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de alface para 0 comprimento tanto da parte aérea quanto da parte radicular com diferencas
significativas para todos os tratamentos (Fig. 3). Isto foi verificado tanto quando
comparados com o controle quanto entre si, com reducgbes proporcionais ao aumento da
concentracdo dos extratos, para ambos os parametros, sendo que os efeitos sobre o
crescimento da radicula mostraram-se mais evidentes. Além disso, ao final do bioensaio as
radiculas apresentaram-se necréticas. A reducdo tanto da parte aérea quanto da radicular foi
semelhante para ambos os tipos de extrato: aquosos (Fig. 4) e hidroetanolicos (Fig. 5).
Favaretto et al. (2011), avaliando o potencial alelopéatico de Eragrostis plana sobre Trifolium
repens obtiveram resultados semelhantes, com reducdo no comprimento radicular, além de
necrose e auséncia de raizes secundarias. Alguns autores sugerem um efeito mais acentuado
sobre as raizes devido ao contato mais intimo destas com a solucdo de aleloquimicos
(CHUNG et al., 2001). Assim, interferéncias no crescimento da radicula bem como a necrose
radicular sdo os melhores indicadores para se avaliar os efeitos negativos alelopaticos
(FERREIRA, 2004; SOUZA FILHO etal., 1997).

Fig. 3. Crescimento inicial de plantulas de alface sob efeito de extratos aquosos (A) e
hidroetandlicos (B) de partes aéreas de E. lugens coletadas no verdo.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as concentrag6es de extrato dentro da mesma coleta
pelo teste de Tukey (P<0.05).
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Fig. 4 - Plantulas de alface submetidas aos extratos aquosos de Eragrostis lugens.
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FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.

Fig. 5 - Plantulas de alface submetidas aos extratos hidroetandlicos de Eragrostis lugens.

FONTE: SPONCHIADO, D., 2018.
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Gatti et al. (2004) observaram que, para 0 crescimento inicial, as substancias
alelopéticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, com raizes primarias
atrofiadas e defeituosas, auséncia de raizes secundarias e necrose radicular, bem como
disparidade no tamanho estrutural das plantulas, o que corrobora com o presente estudo, no
qual nas concentracGes mais altas as radiculas se apresentaram anormais, bem como com
necrose, efeitos estes também observados neste trabalho. Em geral, as raizes sédo mais
sensiveis as substancias presentes nos extratos quando comparadas com as demais estruturas
das plantulas (CHON et al., 2000). Isso se deve ao fato de as raizes estarem em contato direto
e prolongado com o extrato (aleloquimicos) em relagdo as demais estruturas das plantulas
(CHUNG et al., 2001) e/ ou a um reflexo da fisiologia distinta entre as estruturas (AQUILA
etal., 1999).

Segundo Maraschin-Silva e Aquila (2006), os efeitos alelopaticos podem variar quanto
a sua intensidade, visto que a acdo dos aleloquimicos é condicionada por diversos fatores, tais
como concentracdo, tipo de extrato, temperatura e outras condi¢cdes ambientais. Geralmente
os efeitos causados tendem a ser dependentes da concentracdo dos aleloquimicos, ou seja,
tendem a ser mais acentuados em concentracbes mais elevadas, sendo essa tendéncia
observada no presente trabalho, tanto no bioensaio de germinagao quanto no de crescimento.

Em espécies no género Eragrostis foi detectada a liberacdo de compostos fendlicos
e é&cido glutimico, todas com reconhecido potencial alelopatico (BRAVO et al, 2013;
FAVARETTO et al, 2015), podendo estes serem o0s responsaveis pelos efeitos aqui
observados. Diante disso, o potencial invasivo e dominante de E. lugens pode estar
relacionado, entre outros fatores com a alelopatia, tendo como principal consequéncia a reducéo
na produtividade e da longevidade das plantas da cultura afetada, bem como o aumento da
infestacdo desta, aléem do custo de manutencéo e renovagao da cultura. Essa constatacdo aponta
para a importancia dos estudos alelopaticos sob o ponto de vista da agricultura, indicando,
ainda, a possibilidade do desenvolvimento de estratégia eficie nte e constante para o
controle das espécies de plantas daninhas com tais caracteristicas (SOUZA FILHO, 2006).
Uma vez que os aleloquimicos sdo comuns nos vegetais e comprovadamente toxicos para as
plantas, mas de agédo seletiva (OLIVEIRA JR. et al., 2011), admite-se a possibilidade de,
conhecida a estrutura quimica dos componentes ativos envolvidos, se obter a partir destes,

herbicidas com as vantagens ecoldgicas dos produtos naturais.
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CONCLUSAO

Partes aéreas de Eragrostis lugens possuem potencial alelopético, exercendo efeitos
negativos tanto na germinacdo das sementes de alface (Lactuca sativa L.), quanto no
crescimento inicial das plantulas. O efeito negativo é intensificado com o aumento da
concentracdo dos extratos aquosos e/ou hidroetanolicos das partes aéreas. As raizes
mostram-se mais sensiveis aos aleloquimicos em comparacdo com as partes aéreas. Além

disso, em concentragGes mais elevadas ocorreram plantas anormais e necroticas.
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6 CONCLUSAO GERAL

Extratos de partes aéreas de Eragrostis lugens, coletados tanto na primavera quanto no
verdo, exercem efeitos negativos na germinacdo das sementes de arroz (Oryza sativa L.),
alterando tanto a porcentagem final de sementes germinadas, quanto o indice de velocidade de
germinacdo. Efeitos semelhantes sdo observados para o crescimento e desenvolvimento da
planta jovem, com efeitos residuais visiveis, para todos os parametros observados.

Para Lactuca sativa, os extratos aquosos e hidroetandlicos da parte aérea de E. lugens,
coletadas no verdo, tem efeito mais expressivo em todas as concentracBes, e influencia
negativamente a germinacdo das sementes, o indice de velocidade de germinacdo, bem
como o crescimento inicial das plantas, necrosando e deformando as raizes. Tais resultados
comprovam a sensibilidade da alface aos aleloguimicos, quando comparada ao arroz, mesmo
quando estes se encontram em menores concentragdes nos extratos utilizados.

Os materiais vegetais de E. lugens coletados na primavera e verdo apresentam
metabolitos secundarios com conhecido potencial alelopéatico em seus tecidos, possivelmente
responsaveis pela reducdo na germinacdo das sementes e no crescimento do arroz
observados no presente trabalho, principalmente quanto aos extratos obtidos das coletas
efetuadas na primavera.

Esses resultados indicam que a velocidade e a forma com que a espécie de estudo invade
e domina as lavouras de arroz irrigado podem estar associadas, dentre outros fatores, ao seu
potencial alelopético pelo acimulo de polifendis e flavonoides verificados em seus tecidos.
Porém, vale ressaltar que, resultados obtidos em laboratério, podem ndo se repetir em
condicBes naturais, devido a ocorréncia simultanea de diversos fatores bidticos e abi6ticos
que podem mascarar este fendmeno. Assim, para confirmar a ocorréncia desta atividade é
interessante verificar se, em condigdes naturais, 0s compostos séo liberados e acumulados

no ambiente em niveis que poderiam realmente afetar os individuos proximos.



