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RESUMO GERAL

Dissertacédo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Agrobiologia
Universidade Federal de Santa Maria

ALELOPATIA DE CARQUEJA (Baccharis trimera Less) E ACAO DE
FUNGOS EM CAPIM-ANNONI (Eragrostis plana Ness)
AUTOR: CARLOS EDUARDO PRATES GONGCALVES

ORIENTADOR: ANTONIO CARLOS FERREIRA DA SILVA
Data e local da Defesa: Santa Maria, 12 de margo de 2014.

A pecudria na Regido Sul do Brasil € sustentada, em grande parte, por pastagens
nativas, que apresentam grande diversidade de espécies. Esse territério faz parte do
bioma Pampa. A espécie invasora capim-annoni ameaca essas pastagens. Torna-se
necessario o desenvolvimento de métodos alternativos de controle dessa espécie,
pois préaticas convencionais de controle, embora relativamente eficientes, ndo tem a
preservacdo da vegetacdo nativa como principio. O presente trabalho teve por
objetivo estudar o controle de capim-annoni, através do biocontrole por método de
isolamento de fungos potencialmente fitopatogénicos, bem como dos efeitos
alelopaticos do extrato aquoso de carqueja (Baccharis trimera) sobre a germinacéo
do capim-annoni. Os fungos foram isolados a partir de sementes de E. plana e
incubados por oito dias em camara de crescimento, a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas, em seguida identificados até género. Foram identificados cinco géneros:
Alternaria sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. Para
testar a interacdo desses fungos com as sementes de E. plana, foi realizada a
inoculacdo dos fungos nas sementes atraves da técnica de deposicdo, sendo elas
previamente desinfestadas com NaClO 1%, e semeadas em dois tipos de
substratos: papel-filtro (experimento in vitro) e mistura de substrato e areia
(experimento ex vitro). Os tratamentos constaram dos cinco fungos identificados,
inoculados separadamente nas sementes de E. plana. Os géneros que
apresentaram o0s melhores resultados foram Fusarium sp., Curvularia sp. e
Penicillium sp. A carqueja, pertencente a familia Asteraceae, apresenta varios
compostos na sua composi¢cdo. Dentre 0s compostos presentes em B. trimera pode-
se destacar a presenca de flavondides, taninos, acidos graxos, esteroides,
triterpendides. Para avaliar o efeito alelopatico de B. trimera em E. plana foram
aplicadas diferentes doses de extrato bruto aquoso (EBA) de carqueja nas sementes
de capim-annoni. As concentracdes foram 0; 25; 50; 75 e 100 g.L™. Os experimentos
foram conduzidos in vitro e ex vitro. Também foi realizada a técnica Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para identificar os compostos presentes no EBA.
Foram encontrados em maior quantidade: acido cafeico, &acido clorogénico,
isoquercitina e acido elagico. No experimento in vitro a inibicdo da germinacao deu-
se a partir da concentracdo 25 g.L™, sendo que a germinacdo diminuiu conforme a
concentracdo do EBA aumentou. No experimento ex vitro a reducao da emergéncia
de plantulas foi estatisticamente significativa. Os dados obtidos mostram que os
extratos de carqueja interferem no desenvolvimento do capim-annoni para
comprimento de folhas e massa seca de parte aérea e raiz.

Palavras-chave: Bioma Pampa. Espécie invasora. Controle biolégico. Fitoquimicos.
Alelopatia.
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Livestock in southern Brazil is sustained largely by native pastures, which have large
species diversity. This area is part of the Pampa biome. However, invasive species
Eragrostis plana (tough lovegrass) threat to native grasslands of this biome.
Becomes necessary to develop alternative methods of control of this species, since
conventional control practices, although fairly efficient, has no as a principle the
preservation of native vegetation. The present work aimed to study the control of
tough lovegrass through biocontrol method for isolation of potentially pathogenic
fungi, as well as the allelopathic effects of aqueous extract of carqueja (Baccharis
trimera) on the germination of tough lovegrass. The fungi were isolated from seeds of
tough lovegrass and incubated for eight days of growth at 25 °C and a photoperiod of
12 hours, then identified to genus chamber. Five genera were identified: Alternaria
sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. To test the
interaction of these fungi with the seeds of E. plana, fungi inoculation was performed
in seeds through deposition technique, which were previously sterilized with 1%
NaClO, and seeded on two types of substrates: filter paper (in vitro experiment) and
substrate and sand mixture (ex vitro experiment). Treatments consisted of the five
identified fungi, inoculated separately in seeds of E. plana. The genera showed that
the best results were: Fusarium sp., Curvularia sp. e Penicillium sp. The carqueja
belongs to the Asteraceae family, possessing compounds with many properties.
Among the compounds present in B. trimera can highlight the presence of flavonoids,
tannins, fatty acids, steroids, triterpenoids. To evaluate the allelopathic effect of B.
trimera on E. plana different doses of the crude aqueous extract (CAE) of carqueja
were applied on the seeds of tough love-grass. The concentrations where 0; 25; 50;
75 and 100 g.L™. The experiments were conducted in vitro and ex vitro. The High-
performance liquid chromatography (HPLC) was also conducted to identify the
compounds present in the CAE. Were found in larger amounts: caffeic acid,
chlorogenic acid, ellagic acid and isoquercitina. In the in vitro experiment the
inhibition of the germination appeared from the concentration of 25 g.L™ upwards,
causing a diminishing germination with increasingly higher concentrations of the
CAE. In the ex vitro experiment the reduction of emergence was lower, but was
statistically significant. The data show that the carqueja extracts interfere on the
development of the tough lovegrass by reducing leaf length and the dry mass of the
aerial part and of the roots.

keywords: Pampa biome. Invasive species. Biological control. Phytochemicals.
Allelopathy.
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INTRODUCAO GERAL

A pecuéria na regido sul do Brasil é sustentada, em grande parte, por
pastagens nativas, que apresentam grande diversidade de espécies (QUADROS et
al., 2003). A area ocupada por pastagens naturais no Rio Grande do Sul é de 10,5
milhdes de hectares, isso representa 37% do territério gaiucho (IBGE, 2006). Esse
territorio faz parte do bioma Pampa, onde sédo conhecidas cerca de 400 espécies de
Poaceae e 150 de Fabaceae (BOLDRINI, 1997), estima-se que esses numeros
podem ser ainda maiores. O rebanho bovino no RS no ano de 2012 foi estimado em
13.676.652 milhdes de cabecas e o rebanho ovino em quatro milhées de cabecas
(MAPA, 2013).

Mesmo tendo uma importancia ambiental e social muito grande, a area de
pastagem natural do RS vem sofrendo com praticas de manejo inadequadas, como
0 superpastejo, uso inadequado do fogo e praticas mecanizadas de cultivo
(MEDEIROS et al., 2004a). Além disso, espécies invasoras podem levar a perda de
diversidade vegetal, que acarreta na perda de organismos que desempenham
importantes funcdes no ambiente, isso ird se refletir nas atividades humanas
desenvolvidas no bioma em questao (BOLDRINI, 2009).

E preocupante quando uma espécie exoética invasora, depois de introduzida
em um ambiente, passa a substituir a vegetacao nativa. Esse € o0 caso da expanséao
alarmante da graminea exética Eragrostis plana Nees (capim-annoni), introduzida no
Rio Grande do Sul na década de 50 (REIS, 1993). No ano de 2008 estimou-se que
20% (2.200.000 ha) da area de vegetacdo campestre no RS estivesse
comprometida pela invaséo de E. plana (GISP, 2008).

Trabalhos demonstram que o cultivo do capim-annoni ndo revelou nenhuma
vantagem sobre as pastagens nativas, mesmo as consideradas de baixa qualidade,
revelando-se inferior em qualidade bromatolégica e em producdo animal (REIS;
OLIVEIRA, 1972; FOCHT, 2008). A grande producdo de sementes somada a
elevada qualidade fisiologica, ao facil estabelecimento, a elevada capacidade de
colonizacdo dos campos haturais e rede viaria, a atividade alelopatica e a tendéncia
de exclusdo da comunidade vegetal nativa (MEDEIROS; FOCHT, 2007), tornaram o
capim-annoni, a invasora de pastagens mais agressiva no Rio Grande do Sul

(NACHTIGAL, 2008). Esse processo invasivo das pastagens sulinas € responsavel
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pela drastica reducao na frequéncia e riqueza de muitas espécies nativas, causando
homogeneizagdo na vegetagcdo do bioma Pampa (MEDEIROS et al., 2004b), isso
resulta em perdas econdmicas onde a criagdo animal é feita em pastagens nativas
(REIS, 1993).

Os métodos convencionais, de controle de E. plana, tem como base o
controle quimico e cultural em areas invadidas (REIS; COELHO, 2000). Algumas
dessas praticas desenvolvidas séo relativamente eficientes, porém ndo tem como
principio a preservagdo da vegetagdo nativa. Sdo limitadas, portanto, do ponto de
vista da conservacao da biodiversidade (MEDEIROS et al., 2009).

O controle biolégico de espécies invasoras consiste na utilizacdo de inimigos
naturais especificos, na planta alvo. Esse método pode viabilizar o controle de
Eragrostis plana sem prejudicar a biodiversidade do bioma Pampa (NACHTIGAL,
2009).

A utilizagdo de fungos como agentes de controle biologico, tem se mostrado
uma técnica promissora. Pois, os fungos apresentam uma gama de hospedeiros
muito restritos, infectando uma Unica espécie ou mesmo um bidtipo de graminea.
Assim, patdgenos fungicos apresentam potencial para o controle de E. plana
(NACHTIGAL, 2008).

O efeito alelopatico de uma planta sobre a outra também se mostra como
uma alternativa para o controle de invasoras. Estudos feitos em laboratorio
mostraram que a carqueja (Baccharis trimera L.) inibe a divisdo celular no modelo
vegetal in vivo de Allium cepa (FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

Dessa forma, torna-se importante agregar informacdes para o
desenvolvimento de novas formas de controle da espécie invasora E. plana, bem
como investigar a possibilidade de utilizagdo principios ativos naturalmente
presentes em B. trimera, para o controle de capim-annoni.

Dentro desse contexto, o presente trabalho teve por objetivo estudar o
controle de capim-annoni, através do biocontrole por método de isolamento de
fungos potencialmente fitopatogénicos, bem como dos efeitos alelopaticos do extrato

aquoso de carqueja sobre a germinacao e desenvolvimento inicial do capim-annoni.
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REVISAO DE LITERATURA

Bioma Pampa

O Brasil, segundo a atual classificacdo da vegetacdo, possui seis biomas
terrestres (Figura 1): Amazbnia, Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado, Pantanal e
Pampa (IBGE, 2004). A espécie invasora capim-annoni, foco do presente estudo, €
uma ameaca ao bioma Pampa e a sua flora.

No Brasil o bioma Pampa, esta presente apenas no estado do Rio Grande do
Sul, nele ocupa uma area de aproximadamente 176.496 Kmz, o qué representa 63%
do territorio gaucho e 2% do territério nacional. Além disso, também esta presente
nos territérios da Argentina e Uruguai (CARVALHO et al., 2006).

£ -.
(BIOMA
| CAATINGA

i
’\'}/ ‘)"”

~
PAMPA
/

Figura 1 — Mapa dos principais biomas brasileiros.
Fonte: IBGE, 2004.

Nessa area had uma grande diversidade de plantas herbaceas com habito de
crescimento rasteiro, com destaque para gramineas, compostas, leguminosas e

ciperaceas. Plantas arbustivas e arvores de pequeno porte também sdo comuns
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(OVERBECK et al., 2009).

No bioma Pampa, o clima € classificado como mesotérmico brando
superumido (NIMER, 1977), com invernos frios. Devido a isso, no inverno,
temperaturas proximas a 0 °C sdo comuns. No verdo, a variagdo das médias
mensais de temperatura fica de 22 °C a mais de 24 °C entre dezembro e marco,
sendo também comum que as temperaturas ultrapassem os 30 °C (SUERTEGARAY,
1998). A combinacao de clima frio durante o inverno e seco durante o verao favorece
0 surgimento de vegetacdo campestre. Nessa regido, o vento e a luminosidade tem
grande influéncia na paisagem, pois modificam o relevo e a vegetacdo através de
processos erosivos.

Uma das principais atividades econdmicas desenvolvidas na regido é a
producdo animal em pastagens naturais, pois elas cobrem a maior parte do territério
de abrangéncia do bioma (Figura 2) (CARVALHO et al., 2006; NABINGER et al.,
2000). A pecuaria desenvolvida na regido pode ser classificada como
ecologicamente correta, pois, em grande parte, € desenvolvida em pastagens
naturais (Figura 3), oque promove a conservacao da vegetacao.

ARGENTINA

O PAMPA

Buenos Aires

Delimitaggo da Regido do Pampa
Revista Ecosisternas / Espanha 2004
Fonte: Santino, 2004

Figura 2 — Distribuigdo do bioma Pampa.
Fonte: SANTINO, 2004.
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Figura 3 — Campos do bioma Pampa. Rosério do Sul, RS.
Fonte: o préprio autor.

Biodiversidade vegetal no bioma Pampa: caracterizacéo e ameaca.

Biodiversidade é a variabilidade de organismos vivos de todas as origens,
compreendendo, dentre outros, 0s ecossistemas terrestres, marinhos e outros
ecossistemas aquéticos e os complexos ecolégicos de que fazem parte;
compreendendo ainda a diversidade dentro de espécies, entre espécies e de
ecossistemas (CDB, 1992).

A vegetacdo no Rio Grande do Sul é predominantemente campestre
(IBGE,1996). Esses campos sdo compostos por uma vegetacao pioneira, que
recobre os solos ha milhares de anos (QUADROS et al., 2003). Os campos do
bioma Pampa constituem uma das regides do mundo mais ricas em diversidade de
gramineas (BURKART, 1975).

BOLDRINI (1997) estimou em 3 mil o nimero de espécies de plantas
campestres no bioma Pampa. As familias vegetais mais presentes nesse bioma séao,
em ordem decrescente: Asteraceae, Poaceae, Leguminosae e Cyperaceae (Figura
4) (OVERBECK et al., 2009). Também h& a ocorréncia de outras familias como:
Rubiaceae, Apiaceae e Verbenaceae (CARVALHO et al., 2006).
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Figura 4 — Familias de espécies vegetais com o maior nimero de espécies presentes nos campos
naturais do Rio Grande do Sul.
Fonte: BOLDRINI, 2009.

A perda de biodiversidade em um bioma significa a perda de organismos, que
desempenham determinadas funcbes no ambiente, isso refletira diretamente em
atividades desenvolvidas nesse ambiente (BOLDRINI, 2009). Segundo ZILLER
(2001): “as espécies invasoras sdao a segunda maior ameaca mundial a
biodiversidade, s60 perdem para a destruicdo de habitats”. Desse modo, a
conservacao de um bioma néo é justificada apenas pelo nimero de espécies que 0
compdem, mas também pela importancia desse bioma para as relacdes ecoldgicas
e atividades humanas (BOLDRINI, 2009).

Mesmo tendo uma importancia ambiental e social muito grande, a area de
pastagem natural do RS vem sofrendo com praticas de manejo inadequadas como o
superpastejo, uso inadequado do fogo e praticas mecanizadas de cultivo
(MEDEIROS et al., 2004a). Além desses fatores, as pastagens do bioma Pampa
estdo sendo ameacadas pela invasdo preocupante da graminea exotica Eragrostis
plana (REIS, 1993; FOTCH, 2008), essa € a espécie de planta invasora mais
agressiva ja surgida no Rio Grande do sul (NACHTIGAL, 2008).

Plantas invasoras

Espécies exoticas invasoras sdo consideradas uma das principais ameacas a

biodiversidade vegetal. Atualmente, com as facilidades proporcionadas por
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diferentes meios de locomocao, e consequente disseminagdo de espécies, essa
ameaca se acentua (MORO et al.,, 2012; MATOS & PIVELO, 2009). Além de
provocarem danos ambientais, através da perda de biodiversidade, as espécies
exoéticas invasoras também causam prejuizo econbmico em areas onde se
desenvolve pecuéria ou cultivos agricolas.

Ha que se ressaltar a importancia da padronizacdo de definicdes claras para
termos associados a bioinvasdo. Dessa forma, segundo MORO et al. (2012) os
conceitos mais aceitos pela literatura internacional sdo o0s propostos por
RICHARDSON et al. (2000) e PYSEK et al. (2004). Para esses autores as definicdes
séo as seguintes:

— Espécie nativa: espécie que evoluiu em um determinado local, e 14 se
desenvolve sem interferéncia humana.

— [Espécie exotica: espécie introduzida (intencional ou acidentalmente)
pelo homem em um ambiente diferente do seu local de origem.

— [Espécie exdtica casual: introduzida pelo homem e necessita ser
cultivada para persistir no ambiente.

— Espécie naturalizada: introduzida em um ambiente diferente do seu
local de origem, ndo necessita de intervencdo humana para persistir no
ambiente. Entretanto, ndo se dispersa para longe do local de
introducéo e convive com as espécies nativas, sem causar problemas
ao ecossistema.

— Espécie invasora: espécie exotica com grande capacidade de
dispersdo no ambiente, apresentam altas taxas de reproducdo e
crescimento. Algumas sdo competidoras agressivas com espécies
nativas.

— Espécie daninha: espécies nativas ou exoéticas, que se tornam
indesejaveis em um local.

O processo de invasdo de um ecossistema ocorre quando uma espécie
exodtica é introduzida e nele passa a se dispersar e alterd-lo. Esse processo é
prejudicial as espécies nativas, pois as exoéticas acabam tirando espaco das nativas
e passam a competir por espaco, nutrientes e luz.

No Brasil, de acordo com a Convencdo da Diversidade Bioldgica (CDB),

aprovada pelo Decreto Legislativo n® 02 de 03/02/1994 e promulgada pelo Decreto
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n® 2.519 de 16/03/1998, sdo consideradas espécies exoticas invasoras aquelas cuja
introducdo ou dispersdo ameacam ecossistemas, ambientes ou outras espécies
(CTNBIo, 2013; SEMA-RSa, 2013).

No ano de 2013, a secretaria do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul langou
a Portaria que reconhece a lista das 127 espécies exdticas invasoras no estado.

Dentre as espécies citadas na portaria esta o capim-annoni (SEMA-RSb, 2013).

Capim-annoni (Eragrostis plana Ness)

Eragrostis plana Nees (Figura 5), conhecido popularmente por capim-annoni,
€ uma graminea (Poaceaea) perene, de origem africana. Pertence a subfamilia das
Eragrostoideas. Possui habito cespitoso, com colmos eretos e grupados, formando
densas touceiras que atingem até 100 cm de altura na época de florescimento
(REIS; OLIVEIRA, 1978). A espécie tem folhas estreitas e fibrosas. A inflorescéncia é
uma panicula ereta e aberta, com cerca de 50 cm de comprimento, cujas espiguetas
pluriflorais produzem grande quantidade de antécios férteis. As cariopses de capim-
annoni sdo muito pequenas e leves, com 1 a 1,5 mm de comprimento e 0,4 a 0,7
mm de largura (Figura 6), devido a isso se propagam facilmente. O florescimento
ocorre durante o verao até fins de margo. O sistema radicular é fasciculado, grosso,

profundo e muito desenvolvido (REIS, 1993).

Figura 5 — Capim-annoni. Figura 6 — Cariopse de Eragrostis plana.
Fonte: o préprio autor. Fonte: o préprio autor.
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Além disso, o capim-annoni apresenta potencial alelopatico sobre outras
espécies (FERREIRA et al., 2006). Essa espécie ocorre mais frequentemente em
solos secos, porém também é encontrado em solos mal drenados ou encharcados.
Também € uma graminea bem adaptada a solos &cidos e compactados, que se
prolifera em areas que sofreram distdrbio, como campos abandonados apds o
cultivo. Suas populacbes tendem a aumentar em locais mal manejados (FOCHT,
2008).

Invasdo de Eragrostis plana no bioma Pampa

O capim-annoni foi detectado pela primeira vez no Brasil em 1957, na
Estacdo Experimental de Tupanciretd da Secretaria da Agricultura do RS. Acredita-
se que chegou a esse local como impureza em lotes de sementes de capim-de-
rhodes (Chloris gayana Kunth) importadas da Africa do Sul (MEDEIROS et al.,
2009). Em 1971 a espécie foi visualizada por Ernesto José Annoni, em sua
propriedade, no municipio de Sarandi, RS, hoje Pontdo. Nesse local foram
produzidas e comercializadas sementes de Eragrostis plana com o0 nome comum de
capim-annoni-2 (MEDEIROS et al., 2009).

Inicialmente foi considerada uma forrageira revolucionaria, por apresentar
grande producdo de folhagem, mesmo sob condicbes adversas, como elevada
lotacdo animal, geadas e indisponibilidade de agua (FOCHT, 2008). Porém, depois
de realizadas andlises agrondmicas e bromatolégicas constatou-se a baixa
palatabilidade aos animais, baixo valor nutritivo e caracteristicas de planta invasora
(MEDEIROS et al., 2009).

A expansdo de E. plana é facilitada pelo pastejo seletivo, pois os animais
preferem ingerir espécies nativas, de maior valor nutritivo e mais faceis de serem
colhidas, em detrimento do capim-annoni (MEDEIROS et al. 2009). Por apresentar
elevados teores de fibras em relacdo as pastagens naturais, os animais tendem a
consumi-lo em ultimo caso, quando ndo ha outra opcéo de pastejo, necessitando de
muita forca e movimentacéao lateral para isso (REIS; OLIVEIRA, 1978).

As touceiras cespitosas, o sistema radicular fasciculado e desenvolvido de E.
plana tornam a planta altamente competitiva em relacdo a vegetacdo natural de
habito prostrado dos campos (REIS; OLIVEIRA, 1978). Suas caracteristicas de
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grande prolificidade, rusticidade e adaptacdo a solos pobres permitiram sua
multiplicagdo e comportamento invasivo (BOLDRINI et al., 2005). Outro aspecto que
torna o0 capim-annoni uma invasora muito agressiva é o seu efeito alelopéatico sobre
outras plantas (FERREIRA et al., 2006).

A producéo de sementes pode chegar a 300 mil em uma Unica planta de E.
plana (REIS, 1993). Além disso, a longa duragdo da dorméncia das sementes no
solo proporciona reinfestagdes continuas (GOULART et al., 2009).

MEDEIROS et al. (2004) calculou a é&rea invadida, no ano de 2004, em um
milhdo de hectares. A presenga da invasora também foi verificada nos estados de
Minas Gerais, Bahia e Parana (INSTITUTO HORUS, 2004). A portaria MA n° 205, de
13 de marco de 1979 do Ministério da Agricultura proibiu a comercializacéo,
transporte, importacdo e exportacdo de suas sementes e mudas no Brasil (REIS
1993).

Controle de capim-annoni

O controle de capim-annoni é bastante complicado, e sempre esbarra na
dificuldade de preservar a diversidade de espécies naturais (MEDEIROS et al.,
2009). Arotacdo de culturas anuais seguida de implantacdo de forrageiras cultivadas
€ um método limitado, pois o banco de sementes de E. plana possibilita
reinfestacdo, além de apresentar a eliminacdo das pastagens naturais (GOULART et
al., 2009).

O controle quimico é uma forma eficiente de eliminar o capim-annoni
(MEDEIROS; FOCHT, 2007), porém, assim como a rotacdo de culturas, também
requer a eliminacdo da vegetacdo campestre nativa (GOULART et al., 2009). Dessa
forma, o controle quimico pode ser viavel em areas peguenas, que nao sejam
destinadas a criacdo de animais ou que estejam drasticamente infestadas.

Devido a extrema dureza do capim-annoni a rogcagem mecanica é dificil,
principalmente depois de 60 dias de crescimento na primavera-verdo (REIS;
OLIVEIRA, 1978).
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Controle biol6gico de plantas invasoras

Num conceito amplo, o controle bioldgico pode ser definido como a acdo dos
fatores bidticos do ecossistema regulando a instalacdo e crescimento de
populacg@es de plantas daninhas. Uma definicdo mais especifica é a utilizagcdo
de organismos vivos para matar, controlar o0 crescimento, expansao
populacional e/ou reduzir a capacidade competitiva de uma ou mais espécies
de plantas daninhas (PITELLI et al., 2004).

O marco histérico para o controle biol6gico de plantas daninhas é considerado
como sendo o ano de 1902, pois foi a partir desse ano, nos Estados Unidos, que o
Hawwaii Department of Agriculture introduziu varias espécies de insetos originarios
do México, visando ao controle da planta herbacea Lantana camara (PERKINS;
SWEZEY, 1924 e WATERHOUSE; NORRIS, 1987 apud BARRETO, 2009). Também
pode-se citar como marco do controle biologico de plantas a utilizagdo, na Australia,
da mariposa Cactoblastis cactorum, para controlar a cactacea Opuntia stricta, sendo
gue a introducdo da mariposa deu-se no ano de 1925 e no ano de 1933 ja havia
ocorrido o controle completo da cactacea (MCFADYEN; GRIFFITHS, 1998 apud
BARRETO, 2009).

Em um dos exemplos mais importantes de aplicacdo de controle biolégico de
plantas invasoras por meio de fungos fitopatogénicos, houve o controle da invasora
de pastagens e lavouras de trigo Chondrilla juncea través da introducdo do fungo
Puccinia chondrillina. Isso foi possivel, pois os fitopatdgenos apresentam uma gama
de hospedeiros muito restrita, por isso geralmente infectam uma Unica espécie
(NACHTIGAL, 2008). Na austrdlia, a planta invasora foi controlada com sucesso,
entretanto, em outros lugares onde foi testado, o controle foi apenas parcial
(TESSMANN, 2011).

Também ja foram desenvolvidos herbicidas feitos a partir de fungos
(chamados de bioherbicidas). O produto comercial DeVine® tem em sua formulagéo
clamidésporos do fungo Phytophthora palmivora, ele foi registrado em 1981 para o
controle de Morrenia odorata, uma planta invasora de pomares de citrus nos EUA
(TESSMANN, 2011). Outro produto comercializado € o bioherbicida Collego®, pé
molhavel feito com propagulos de Colletotrichum gloeosporioides f. sp.

Aeschynomene, utilizado no controle de Aeschynomene virginica, invasora de
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lavouras de arroz, também nos EUA (CHARUDATTAN, 1991).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae também foi usado na
formulagdo de um bioherbicida para o controle de Malva pusilla, em varias culturas
agricolas, o nome comercial utilizado foi Biomal®, porém ainda néo foi
disponibilizado comercialmente, apesar de ja estar registrado (TESSMANN, 2011).

Segundo MELLO et al. (2003), existe uma vasta lista de fungos
fitopatogénicos com potencial de controlar tiririca (Cyperus rotundus L.). Uma das
possibilidades seria a utilizacdo de toxinas oriundas do metabolismo secundario de
alguns fungos. O controle da planta daninha Striga hermonthica através de Fusarium
spp. foi testado em um trabalho realizado por ZONNO e VURRO (1999), os autores
constataram que algumas toxinas produzidas pelo fungo sdo capazes de inibir
completamente a germinacdo de sementes da planta.

Conforme apresentado acima, existem varios exemplos de utilizacdo de
fungos para controlar plantas invasoras. Todavia, devido a caracteristicas biologicas
dos fungos e das espécies-alvo, esse método fica restrito a lugares especificos, pois
variagdes ambientais tém muita influéncia na eficacia do bioherbicida.

Segundo BARRETO (2009), a necessidade de longos periodos de
molhamento, baixa fecundidade, baixa viruléncia e resisténcia do mercado a novos
produtos sdo os principais entraves ao desenvolvimento de bioherbicidas. Dessa
forma, a pesquisa cientifica pode encontrar solucdes tecnologicas para algumas
limitacdes. Porém, da mesma forma que a variacdo bioldgica é uma aliada na busca
por um patdgeno especifico, também € uma limitacdo, pois dificulta a aplicacdo de

bioherbicidas em grandes areas.

Controle biolégico de capim-annoni

Os métodos de controle de capim-annoni restringem-se ao manejo quimico e
cultural em areas invadidas (REIS; COELHO, 2000). Do ponto de vista da
conservacao da biodiversidade, esses métodos ndo sédo aplicaveis, pois além de
eliminarem o capim-annoni, também eliminam a vegetacdo nativa dos campos
(MEDEIROS et al., 2009).

A estratégia de controle biolégico € baseada na pesquisa de patdégenos

naturais a espécie alvo e posterior aplicacdo no ambiente (PITELLI et al., 2004).
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Ainda que Eragrostis plana seja uma espécie exotica, a distribuicdo por varias
regides diferentes do RS viabiliza a busca por inimigos naturais, dada a
permanéncia da espécie por periodo superior a 50 anos na regido (NACHTIGAL,
2008).

O método de controle bioldgico de plantas invasoras baseado na busca por
inimigos naturais tem sido alvo de pesquisas, e pode auxiliar no controle de E. plana
em sistemas produtivos, sem causar danos a biodiversidade campestre
(NACHTIGAL, 2009).

Alelopatia

Segundo RICE (1984), alelopatia pode ser definida como:
Qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico, que uma planta
(incluindo microrganismos) exerce sobre a outra pela produ¢cdo de compostos

guimicos liberados no ambiente.

Esse efeito é possivel gracas a producdo de metabdlitos primarios e
secundarios, produzidos e liberados por espécies vegetais. Os metabdlitos primarios
sdo produzidos pelo processo fotossintético, e sdo essenciais a planta produtora, ja
0s metabolitos secundarios (também denominados compostos secundarios), embora
nao sejam essenciais ao metabolismo da planta produtora, tém importante papel na
competicdo com outras espécies. Ademais, a atividade alelopatica desses
compostos aleloquimicos é um mecanismo de defesa da planta contra patégenos,
pragas e herbivoros (SCHNEIDER; CRUZ-SILVA, 2012). Os 0Oleos essenciais (ou
esséncias naturais), resinas, alcaloides, flavondides, taninos, principios amargos,
entre outros sdo exemplos de compostos secundarios (DI STASI, 1996).

O que diferencia alelopatia da competicao entre plantas é que na competicédo
entre plantas ha a restricdo de um fator de crescimento essencial a planta (luz, agua,
nutrientes), enquanto que na alelopatia ha adicdo de um componente que causara
interferéncia direta nos processos fisioldégicos da planta (SOUZA et al., 2003). Ou
seja, a competicdo entre plantas pode dar-se, por exemplo, por sombreamento de
uma planta sobre outra, indisponibilizando a luz solar e impossibilitando a

fotossintese. J& na alelopatia, h4 a liberacdo de algum composto por determinada
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planta, que vai interferir na germinacdo ou crescimento de outra, podendo ser da
mesma espécie ou nao.

Na pratica todas plantas produzem aleloquimicos, mas eles variam entre
diferentes espécies conforme a quantidade e qualidade. Assim, em areas onde se
utiliza a préatica agricola de rotacdo de culturas, onde ha rodizio de espécies
cultivadas, existem registros de influéncia alelopatica (FERREIRA; AQUILA, 2000;
TOKURA e NOBREGA, 2008). Por exemplo, NARWAL (1999) relatou que restos de
palhada de arroz podem inibir o crescimento de aveia, trigo e lentilha. Outra espécie
gue apresenta forte efeito alelopéatico sobre outras € o sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench), pois ele inibe a germinacdo e crescimento de véarias outras espécies
(GONZALEZ et al., 1998; OLIBONE et al., 2006).

Todavia, apesar de causar danos em sistemas agricolas onde € empregada a
rotacdo de culturas, a atividade de aleloquimicos tem sido estudada como alternativa
ao uso de herbicidas e inseticidas (CASTRO; FERREIRA, 2001). Segundo SOUZA
FILHO e ALVES (2002), compostos quimicos com atividade alelopatica podem ser
utilizados na formulacédo de herbicidas. Uma das vantagens de se utilizar herbicidas
desenvolvidos através de compostos naturais € a utilizacdo de novos mecanismos
de acdo na espécie alvo (MACIAS et al, 2006), estratégia importante para superar a
resisténcia de algumas espécies a herbicidas convencionais.

Uma espécie com possibilidade de ser utilizada como fornecedora de
aleloquimicos, que poderiam ser usados como herbicidas, é a carqueja (Baccharis
trimera Less. DC.), pois na sua composi¢cdo ha varios compostos conhecidos por
serem alelopaticos (BONA et al., 2002).

Potencial alelopéatico de Baccharis trimera

A carqueja (Baccharis trimera Less. DC.), € uma espécie nativa da América do
Sul. Ela cresce como um arbusto ereto e ramificado, com até 80 cm de altura. Suas
folhas verdes claras sao bastante reduzidas, com a presenca de ramos sem folhas.
As flores masculinas e femininas sdo amarelas e organizadas em capitulos terminais
(HEIDEN et al., 2009).

Registros demonstram que B. trimera possui potencial efeito alelopatico sobre

plantas invasoras, pois é rica em metabdlitos secundarios (SILVA; CARVALHO,
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2009). A espécie possui varias substancias fitoquimicas como flavondéides, taninos,
acidos graxos, esterdides, cumarinas, aminogrupos e tracos de glicosideos
saponinicos (BONA et al., 2002).

FRITZ et al. (2007) relatou o efeito alelopatico de B. Trimera em alface
(Lactuca sativa). Em um outro estudo realizado por CASTRO e FERREIRA (2001),
foi constatada a inibicdo da germinacdo de tomate (Solanum lycopersicum). Também
h& relatos de efeito alelopéatico de carqueja em picdo-preto (Bidens pilosa), sendo
que nesse caso houve reducdo na velocidade de germinacdo (DEPINE, 2003). A
carqueja também ¢é inibidora da germinacdo da graminea capim-braquiaria
(Brachiaria decumbens Stapf.) (SOUZA et al., 2002). Esses estudos demonstram o
potencial de utilizagdo de B. trimera no controle de plantas indesejaveis.

FERREIRA e AQUILA (2000) recomendam que, para testar o potencial
alelopatico de uma espécie, se utilize o critério morfologico de germinacéao, ou seja,
emergéncia da radicula, como primeira abordagem, apos isso se deve realizar testes

de germinacdo em solo ou areia.
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ARTIGO 1

Acdao de fungos isolados de sementes de capim-annoni (Eragrostis

plana Ness)

RESUMO

O bioma Pampa apresenta grande diversidade vegetal, entretanto a espécie
invasora Eragrostis plana (capim-annoni) ameaca as pastagens nativas desse
bioma. Torna-se necessario o desenvolvimento de métodos alternativos de controle
dessa espécie, pois praticas convencionais de controle, embora relativamente
eficientes, ndo tem como principio a preservacao da vegetacao nativa. Este estudo
teve por objetivo agregar informacdes para o controle biolégico da espécie invasora
E. plana, através da selecdo de fungos em sementes de capim-annoni
potencialmente fitopatogénicos a essa espécie. Os fungos foram isolados pelos
métodos papel-filtro e meio BDA, a partir de sementes de E. plana e foram
incubados por oito dias em camara de crescimento, a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas, e em seguida identificados até género. Foram identificados cinco géneros:
Alternaria sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. Para
testar a interacdo desses fungos com as sementes de E. plana, foi realizada a
inoculacdo dos fungos nas sementes através da técnica de deposicdo, sendo elas
previamente desinfestadas com NaClO 1%, e semeadas em dois tipos de
substratos: papel-filtro (experimento in vitro) e mistura de substrato e areia
(experimento ex vitro). Os tratamentos constaram dos cinco fungos identificados,
inoculados separadamente nas sementes de E. plana. O delineamento experimental
adotado foi completamente casualizado com seis tratamentos para os testes in vitro
e ex Vvitro e oito repeticbes por tratamento para o0 experimento in vitro, e cinco para o
ex vitro. Os géneros que apresentaram os melhores resultados foram Fusarium sp.,

Curvularia sp. e Penicillium sp.

Palavras-chave: Controle biol6gico. Bioma Pampa. Espécie invasora.
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Action of fungi isolated from the seeds of tough lovegrass

(Eragrostis plana Ness)

ABSTRACT

The Pampa biome has great plant diversity, however invasive species Eragrostis
plana (tough lovegrass) threat to native grasslands of this biome. Becomes
necessary to develop alternative methods of control of this species, since
conventional control practices, although fairly efficient, has no as a principle the
preservation of native vegetation. This study aimed to add information for the
biological control of invasive species E. plana, through the selection of fungi
potentially pathogenic to this species. Fungi were isolated by methods blotter-teste
and PDA, from seeds of E. plana and incubated for eight days growth at 25 °C and
12 hours photoperiod chamber, and then identified to genus. Five genera were
identified: Alternaria sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium
sp. To test the interaction of these fungi with the seeds of E. plana, fungi inoculation
was performed in seeds through deposition technique, which were previously
sterilized with 1% NaClO, and seeded on two types of substrates: filter paper (in vitro
experiment) and substrate and sand mixture (ex vitro experiment). Treatments
consisted of the five identified fungi, inoculated separately in seeds of E. plana. The
experimental design was completely randomized with six treatments for test in vitro
and ex vitro and eight replicates per treatment for the in vitro experiment, and five for
the ex vitro. The genera showed that the best results were: Fusarium sp., Curvularia

sp. e Penicillium sp.

Keywords: Biological control. Pampa Biome. Invasive especie.
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INTRODUCAO

A pecuéria no Rio Grande do Sul é sustentada em grande parte pela
producdo em areas de pastagens nativas, que apresentam grande diversidade de
espécies (QUADROS, 2003). Parte desse estado faz parte do bioma Pampa, onde
sdo conhecidas cerca de 400 espécies de Poaceae e 150 de Fabaceae (BOLDRINI,
1997), entre outras.

Todavia, mesmo tendo uma importancia ambiental e social muito grande, a
area de pastagem natural (nativa) do RS vem sofrendo com praticas de manejo
inadequadas, como o superpastejo, uso inadequado do fogo e praticas mecanizadas
de cultivo (MEDEIROS et al., 2004a). A perda de diversidade de espécies em um
bioma significa a perda de organismos, que desempenham determinadas funcdes no
ambiente, isso ira se refletir em atividades desenvolvidas nesse ambiente
(BOLDRINI, 2009).

Aléem disso, € preocupante quando uma espécie exotica, depois de
introduzida em um ambiente, passa a substituir a vegetacédo nativa. Esse € 0 caso
da expansédo alarmante da graminea exdética Eragrostis plana Nees (capim-annoni),
introduzida no Rio Grande do Sul na década de 50 (REIS, 1993).

Pesquisas revelam que o capim-annoni possui baixa qualidade bromatoldgica,
sendo prejudicial para a producdo animal (REIS, 1993). A grande producdo de
sementes somada a elevada qualidade fisiologica, ao facil estabelecimento, a
elevada capacidade de colonizacdo dos campos naturais e rede viaria, a atividade
alelopatica e a tendéncia de exclusdo da comunidade vegetal nativa (MEDEIROS;
FOCHT, 2007), tornaram o capim-annoni, a invasora de pastagens mais agressiva ja
surgida no Rio Grande do Sul (NACHTIGAL, 2008). Esse processo invasivo das
pastagens sulinas é responsavel pela drastica reducdo na frequéncia e riqueza de
muitas espécies nativas, causando homogeneizacdo na vegetacédo do bioma Pampa
(MEDEIROS et al., 2004b), isso resulta em perdas econbmicas e sociais, onde a
criacdo animal é feita em pastagens nativas (REIS, 1993).

Os métodos convencionais, de controle de E. plana, tem como base o
controle quimico e cultural em areas invadidas (REIS; COELHO, 2000). Algumas
dessas praticas desenvolvidas sdo relativamente eficientes, porém ndo tem como

principio a preservacéo da vegetacao nativa. Desse modo, séo limitadas do ponto de
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vista da conservacao da biodiversidade (MEDEIROS et al., 2009).

Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos alternativos de
controle da espécie exdética E. plana. O controle biolégico com a utilizacdo de
inimigos naturais especificos pode ser uma alternativa ao controle convencional.
Dessa forma, esse método de acao especifica, pode viabilizar o controle de E. plana
sem prejudicar a biodiversidade do bioma Pampa (NACHTIGAL, 2009).

A utilizacdo de fungos como agentes de controle bioldgico, tem se mostrado
uma técnica promissora. Os fungos apresentam uma gama de hospedeiros restrita,
infectando uma Unica espécie ou mesmo um biétipo de graminea. Assim, patégenos
fungicos parecem ser os mais indicados para o controle de E. plana (NACHTIGAL,
2008). A identificacdo desses fungos pode ser realizada por meio de testes de
sanidade, sendo que os métodos recomendados para deteccdo dos mesmos Sao:
método do papel de filtro (blotter-test) e método do plaqueamento em meio agar
s6lido, como o meio de cultura BDA - extrato de batata, dextrose e agar (VECHIATO,
2010).

Este estudo teve por objetivo iniciar os estudos para o controle biolégico da
espécie invasora E. plana, através da selecdo de fungos em sementes de capim-

annoni potencialmente fitopatogénicos a essa espécie.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Interagcbes Planta-
Microrganismos, e estufa de crescimento do Departamento de Biologia no Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, em
Santa Maria/RS.

Identificacdo dos fungos naturalmente presentes nas sementes de capim-
annoni

Os fungos foram isolados a partir de sementes de capim-annoni. Sendo que,
as sementes, colhidas no municipio de Bagé — RS, foram fornecidas pela Embrapa
Pecuaria Sul, Bagé -RS.

Os métodos utilizados para o isolamento dos fungos foram: método do papel

de filtro (Blotter-Test), e método do plaqueamento em meio agar sélido, com o0 meio
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de cultura BDA (extrato de batata, dextrose e agar) (VECHIATO, 2010). Cada um
desses métodos foi um tratamento, sendo que também foram realizados outros dois,
método do papel filtro com a assepsia e método BDA com assepsia.

Nos tratamentos com papel de filtro, com e sem assepsia das sementes,
utilizaram-se caixas plasticas do tipo gerbox (11 x 11 cm) com trés folhas de papel
esterilizadas em autoclave (120 °C/40 minutos) e umedecidas com agua destilada e
esterilizada. No método de plagueamento em meio agar solido, com e sem assepsia
das sementes, utilizou-se meio de cultura BDA (200g de batata, 20g de dextrose,
15¢g de agar e 1000 mL de &gua destilada). Ao todo foram utilizados dois métodos de
isolamento, e realizados quatro tratamentos, sendo eles: papel de filtro sem
assepsia das sementes (S/A); papel de filtro com assepsia das sementes (C/A); meio
BDA sem assepsia e meio BDA com assepsia das sementes.

Nos tratamentos com presenca de assepsia, as sementes foram imersas em
solucdo de NaClO 1% por 10 minutos e depois lavadas trés vezes em agua
destilada e autoclavada (HENNING, 2005).

As sementes foram incubadas durante oito dias a 25 °C, em um regime
alternado de luz (12 horas de luz e 12 horas de escuro). Decorrido o periodo de
incubacéo de oito dias, procedeu-se a avaliacdo. Nos tratamentos pelo método do
papel de filtro, a incidéncia de fungos foi verificada através da porcentagem de
sementes contaminadas em relacdo ao numero de sementes avaliadas. Nos
tratamentos pelo método de plagueamento em meio de cultura BDA, a incidéncia foi
analisada pelo exame macroscopico e contagem do numero de col6nias formadas
pelos fungos.

Tanto no método de papel de filtro como no método BDA realizou-se a
transferéncia dos fungos presentes nas sementes para meio de cultura BDA. ApGs
oito dias de incubacao a identificacdo até género foi feita através da confeccéo de
laminas e observacdo das estruturas fungicas em microscopio 6ptico comparando
com as caracteristicas descritas em literatura especifica (BARNETT; HUNTER,
2006). Os quatro métodos constituiram os tratamentos, que foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado, com oito repeticbes por tratamento. Cada
repeticdo foi constituida por 25 sementes, totalizando 200 por tratamento. Foram

calculadas as médias de incidéncia de fungos nas sementes em porcentagem.



33

Inoculag&o dos fungos nas sementes e semeadura

ApoOs a identificacé@o e isolamento dos fungos presentes nas sementes de E.
plana analisadas foi efetuada a inoculagdo em sementes selecionadas sadias dessa
espécie. Para isso se utilizou o método de disposicdo das sementes sobre as
colonias de fungos (BELLETINI et al., 2005; REGO, 2008), de modo que elas
ficaram em contato direto com o género que se queria inocular. Como forma de
assegurar a pureza dos isolados fungicos, foi realizada a repicagem com apenas
uma unidade formadora de colonia. Visando isso, pequenos fragmentos de hifas
foram retirados de placas com meio agar-agua e transferidos para meio BDA, onde
os fungos desenvolveram-se durante dez dias (FERNANDES, 1993) com
temperatura controlada de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Depois desse periodo de incubacédo procedeu-se a inoculacdo nas sementes
de E. plana. Para ndo haver contaminagao por outros microrganismos foi realizada a
desinfestacéo prévia das sementes, esse procedimento consistiu em imergi-las em
hipoclorito de sodio (NaClO) 1% durante 1 minuto e depois em alcool 70% durante 1
minuto, depois as sementes foram lavadas duas vezes em agua destilada e
esterilizada e secas em papel de filtro esterilizado. ApOs esse processo de
desinfestacdo, as sementes foram depositadas sobre as colbnias de fungos que
haviam sido anteriormente isolados, ali elas ficaram durante 24 horas sob
temperatura ambiente, em local apropriado para que ndao houvesse contaminacao.
As sementes usadas como controle foram depositadas em meio BDA puro, livre de
gualquer tipo de contaminagcédo. Foram usados como tratamentos 0S cinco géneros
de fungos isolados. Cada género fungico foi um tratamento, a descricdo de cada um

deles pode ser conferida na Tabela 1.

Tabela 1 — Géneros de fungos inoculados nas sementes de capim-annoni,
experimentos in vitro e ex vitro.

Tratamentos Descri¢gdo dos tratamentos
T1 Testemunha (meio BDA puro)
T2 Curvularia sp.
T3 Fusarium sp.
T4 Penicillium sp.
T5 Alternaria sp.

T6 Aspergillus sp.
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Apos a inoculagéo, foi realizada a semeadura em caixas plasticas gerbox
(teste in vitro) e recipientes plasticos (teste ex vitro). Para isso, foram utilizados dois
substratos diferentes: papel de filtro esterilizado e mistura esterilizada de substrato
(Tecnomax®) com areia na proporcao 2:1, respectivamente.

Experimento in vitro

Os seis tratamentos in vitro apresentados na Tabela 1 foram conduzidos em
estufa do tipo Biosystem Organized Development (BOD), com temperatura
controlada de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Para esse experimento foram
utilizadas caixas plésticas gerbox com trés folhas de papel-filtro esterilizado, em
cada caixa foram depositadas 50 sementes com seis repeti¢des, totalizando 300
sementes avaliadas por tratamento. As sementes foram irrigadas com &agua
destilada e esterilizada na proporcgéo de 2,5 vezes o0 peso do papel.

Para o experimento conduzido na estufa BOD (in vitro), foram realizadas as
seguintes andlises: porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de
germinacao (IVG). A porcentagem de germinacao foi verificada aos 30 dias, atraves
do numero de sementes germinadas em relacdo ao numero total de sementes
colocadas para germinar (BORGHETTI; FERREIRA, 2004). O critério de avaliacéo
considerado para a germinacéo foi a emisséo da radicula (BORGHETTI; FERREIRA,
2004). O IVG foi calculado somando-se 0 numero de sementes germinadas a cada
dia, dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da semeadura,
conforme MAGUIRE (1962).

Experimento ex vitro

A semeadura foi realizada em uma mistura de substrato (da marca
Tecnomax®) com areia, na proporcdo 2:1 respectivamente. Essa mistura foi
autoclavada duas vezes a 120°C por uma hora cada vez, durante dois dias, com um
intervalo de 24 horas. Apoés isso, a mistura de substrato e areia foi colocada em
recipientes plasticos com capacidade para 1 litro, onde as sementes inoculadas com
os fungos foram semeadas a 1 cm de profundidade, de forma uniforme.

Para conferir maior precisdo as avaliacfes optou-se por reduzir o niumero de
sementes avaliadas. Assim, foram usadas 40 sementes por parcela, cada tratamento

teve cinco repeti¢oes, totalizando 200 sementes por tratamento.
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Para o experimento conduzido em casa de vegetacdo (ex vitro) foram
realizadas as seguintes analises: porcentagem de emergéncia de plantulas aos 30
dias, através do numero de plantulas emergidas em relacdo ao numero total de
sementes (BORGHETTI; FERREIRA, 2004); indice de velocidade de emergéncia
(IVE): calculado o IVE somando-se o numero de sementes emergidas a cada dia,
dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da semeadura,
conforme MAGUIRE (1962); Comprimento das folhas, medido em centimetros;
Numero de perfilhos; Massa fresca da parte aérea (folhas) e raiz; Massa seca da

parte aérea e da raiz.

Analise estatistica

Os delineamentos experimentais adotados tanto para o experimento in vitro
guanto para o ex vitro foram completamente casualizados, com seis tratamentos
para ambos e seis repeticdes para 0 experimento in vitro e oito repeticdes para o ex
vitro. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, pelo programa estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificac&o dos géneros fungicos isolados

Os géneros fangicos com maior ocorréncia foram Alternaria sp. e Curvularia
sp. com incidéncia média de 20,5% e 11,75%, respectivamente. Ambos foram
detectados pelos dois métodos de identificacdo avaliados. A assepsia reduziu a
média de contaminacdo por estes fungos, sem eliminar completamente o género
Alternaria sp., porém, em relacdo ao género Curvularia sp. a assepsia resultou na
eliminacao total. No tratamento de sementes sem assepsia, Alternaria sp. teve uma
incidéncia de 32% pelo método de Papel Filtro e 40% pelo método BDA.

A presenca de fungos nas sementes tratadas com NaClO podem indicar que
existiam esporos de fungos no interior das sementes. De todo modo, a incidéncia de

fungos nesses tratamentos foi baixa, ficando na casa de 1,16 a 1,5%.
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Na Tabela 2 encontram-se o0s géneros fungicos detectados, por meio dos
métodos papel de filtro e plagueamento em meio de cultura BDA, e suas incidéncias
nas sementes na auséncia e presenca de assepsia com NaClO 1%. Foram
identificados cinco géneros fungicos associados as sementes de E. plana e também

se observou a presenca de fungos que nao foram identificados (FNI).

Tabela 2 — Fungos associados as sementes de Eragrostis plana, detectados pelos
métodos de papel de filtro e plagueamento em meio de cultura BDA, ndo submetidos
a assepsia com NaClO 1% (S/A) e submetidos a assepsia (C/A). Santa Maria - RS
(2013).

Incidéncia (%)

Géneros Papel-filtro BDA Média (%)
S/IA C/IA S/IA C/A
Alternaria sp. 32 4 40 6 20,5
Curvularia sp. 15 0 32 0 11,75
Penicillium sp. 8 1 24 1 8,5
Aspergillus sp. 5 1 20 1 6,75
Fusarium sp. 0 0 8 0 6,75
FNI* 1 1 10 1 6,75
Média (%) 10,16 1,16 22,33 1,5

FNI = Fungos Nao Identificados

O género Alternaria possui espécies que podem causar importantes doencas
em espécies vegetais (KRUPPA; RUSSOMANNO, 2009), inclusive em gramineas
(SILVA et al., 2007), familia de plantas que abrange o capim-annoni. Segundo
MACHADO (1988), em diversos hospedeiros, Alternaria sp. € um fungo presente no
interior das sementes e que pode causar danos logo apds a germinacdo. Isso
demonstra que esse género apresenta potencial de causar danos a E. plana, assim
se tornando um candidato a agente de controle biol6gico da graminea. Além disso,
devido a amplitude de espécies de gramineas, a infec¢éo pelo fungo pode dar-se em

determinadas espécies e ndo ocorrer em outras.
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Em relag&o ao género Curvularia, a incidéncia deu-se em 32% das sementes
ndo tratadas com NaClO 1% (S/A) no método BDA. Este género é encontrado em
uma grande variedade de plantas, no solo e no ar. Podendo ser saprofiticos,
fitopatogénicos ou endofiticos (FERREIRA, 2010). Embora a maioria dos fungos
desse género seja saprofitica, alguns séo fitopatogénicos, causando danos
principalmente em gramineas de regides tropicais e subtropicais. Além disso, esses
fungos sao produtores de fitotoxinas, que inibem o crescimento de algumas espécies
vegetais, 0 que possivelmente pode ser utilizado como alternativa ao uso de
herbicidas convencionais (SANTOS et al. 1997).

O género Penicillium, pertence ao filo Ascomycota, classe Euromycetes,
ordem Eurotiales, e é representante da familia Trichocomanaceae. Esse género é
facilmente encontrado no solo, ar e vegetacdo em decomposicdo, sendo que
também é um contaminante alimentar (PITT; HOCKING, 2009). PALLU (2010)
relatou o potencial biotecnolégico de Penicillium sp., onde isolados desse género
inibiram o crescimento de fitopatégenos fungicos em cana-de-agucar, também foi
verificado que a maioria dos isolados de Penicillium sp. testados produziram a
enzima celulase, responsavel pela quebra da celulose e consequentemente
causadora de danos a planta.

Outro género encontrado foi Aspergillus, assim como Penicillium sp., pertence
a classe Euromycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomanaceae. Segundo
VECHIATO (2010), Aspergillus sp. € um fungo comumente encontrado em sementes
vegetais, que na maioria das vezes pode causar danos a elas, principalmente em
sistemas de armazenamento.

Fusarium sp. classe Deuteromycetes, ordem Moniliales e familia
Tuberculariaceae. Esse género € encontrado associado a sementes e ao solo,
sendo responsavel por causar danos econdmicos em muitas culturas agricolas. As
gramineas sao muito suscetiveis a Fusarium sp., principalmente devido a producao
de micotoxinas (MUNKVOLD; DESJARDINS,1997). Pesquisas relatam a alta
patogenicidade de Fusarium sp. a milho, soja e trigo, sendo que ele pode afetar
sementes, plantulas, raizes ou parte aérea (KUHNEM JUNIOR et al., 2013;
OLIVEIRA, 2010).

Na média geral o meio de cultura BDA foi superior ao método do papel-filtro

para a propagacao dos fungos, nas sementes avaliadas. Esses resultados
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corroboram com os obtidos por MAGALHAES et al. (2008). Segundo os autores, 0
meio BDA é rico em nutrientes, ao contrario do papel-filtro, e isso provavelmente
favoreceu o crescimento de alguns fungos. Pelo método do plagueamento em meio
BDA, tanto na presenca quanto na auséncia de assepsia, também foi detectada uma
baixa incidéncia (média inferior a 2%) de bactérias que ndo foram identificadas.
Fatores como o baixo vigor no crescimento de algumas colonias dificultaram a
identificagédo de alguns isolados nas sementes.

Testes de patogenicidade dos fungos isolados deverdo ser realizados para
melhor observacdo do potencial de utilizagdo em programas de controle biologico de
E. plana. Segundo NACHTIGAL et al. (2009), a utilizacdo de fungos no controle de
capim-annoni € uma possibilidade. Devido a isso, novos estudos deverdo ser
conduzidos para avaliar e identificar fungos fitopatogénicos especificos, visando a
recuperagao de areas invadidas por E. plana.

No presente estudo, todos os géneros de fungos encontrados nas sementes
de E. plana possuem potencial de biocontrole de E. plana, pois apresentam espécies
fitopatogénicas que causam danos em diferentes graus de severidade em
gramineas. Entretanto, os géneros que apresentam maior potencial, de promover
danos em capim-annoni, sdo Fusarium sp. e Curvularia sp., 0 primeiro por ser
menos frequente nas sementes avaliadas e por isso possivelmente encontrar menos
resisténcia do capim-annoni, devido a menor adaptacdo ao fungo. O segundo por
ser um causador de danos severos em vegetais, e também por causar diferentes
danos em gramineas (KRUPPA; RUSSOMANNO, 2009 e SILVA et al., 2007).
Também, o género Curvularia sp. produz compostos fitotoxicos (SANTOS et al.
1997)., que podem ser nocivos ao capim-annoni.

Conforme BARRETO (2009), a viabilidade da utilizacdo de fungos em
programas de controle biolégico envolve, entre outros, 0s seguintes fatores:
avaliacdo da especificidade, para que as espécies vegetais ndo sofram danos;
determinacdo das condi¢cdes exigidas pelo microrganismo utilizado e producédo de
inoculo.

Segundo relatado na literatura cientifica (SILVA et al., 2007; FERREIRA, 2010;
PALLU, 2010; VECHIATO, 2010 e KUHNEM JUNIOR et al., 2013) os fungos
encontrados nas sementes de E. plana apresentam patogenicidade em relacdo a

gramineas, assim é possivel que sejam patogénicos também ao capim-annoni.
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Ademais, 0s géneros que apresentam maior potencial de uso parecem ser
Curvularia sp. e Fusarium sp., o primeiro porque apresentou grande incidéncia nas
sementes avaliadas e € um produtor de toxinas (SANTOS et al. 1997), o ultimo pois
é um fungo bastante agressivo a muitas espécies vegetais (KUHNEM JUNIOR et al.,
2013; OLIVEIRA, 2010). Apos a identificacdo dos fungos foram realizados testes

para avaliar a sua agéo nas sementes de E. plana.

Acdo dos isolados fungicos em sementes de E. plana in vitro

Os fungos que apresentaram melhores resultados para a redugcdo da
porcentagem de germinagdo, nas condicbes em que o0 experimento conduzido in
vitro foi realizado, foram Curvularia sp. (T2), Fusarium sp. (T3) e Penicillium sp. (T4).
Conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Porcentagem de germinacédo (G), indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de capim-annoni (Eragrostis plana) apés inoculacdo com Curvularia sp. (T2),
Fusarium sp. (T3), Penicillium sp. (T4), Alternaria sp. (T5), e Aspergillus sp. (T6) e
tratamento controle (T1), experimento conduzido em estufa do tipo BOD (in vitro).
Santa Maria, RS, 2013.

Tratamentos G VG
%

Testemunha (T1) 89,662 17,34%
Curvularia sp. (T2) 58,33" 10,21
Fusarium sp. (T3) 62,33" 11,94
Penicillium sp. (T4) 59,16" 12,86
Alternaria sp. (T5) 87,00° 18,722
Aspergillus sp. (T6) 81,332 14,24"°

Média 72,97 14,22

CV (%) 11,05 13,68

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey.

Curvularia sp. € um patégeno de algumas gramineas forrageiras e agente
causal de doencas em diversas espécies hospedeiras (CARNEIRO, 1986).
Conforme BITENCOURT e HOMECHIN (1998) é considerado um fungo invasor de

sementes, quando ela ainda se encontra presa a planta, sendo agente causal de
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danos na cana-de-acucar. Além disso, esse género é causador de danos na cultura
do milho (FERREIRA, 2010), outra graminea assim como E. plana. Possivelmente,
esses danos sejam causados por fitotoxinas produzidas pelo préprio fungo
(SANTOS et al., 1997).

No experimento realizado, as sementes que foram inoculadas com o género
Curvularia germinaram em média 35% menos do que as sementes que nhao
receberam nenhum tratamento. O indice de velocidade de germinagédo (IVG), no
tratamento com Curvularia sp. apresentou o menor indice, retardando a germinacao
das sementes de E. plana, o que pode ter favorecido a colonizacdo das sementes
pelo fungo e, devido a isso, foi 0 tratamento que apresentou os melhores resultados.

Os tratamentos T3 e T4, Fusarium sp. e Penicillium sp. respectivamente,
diferiram do tratamento controle, mas néo diferiram estatisticamente entre si nos dois
parametros avaliados (porcentagem de germinagcdo e IVG). Em cada um desses
dois tratamentos houve reducdo de aproximadamente 32% na germinagdo em
relacdo ao tratamento controle, quanto ao IVG a reducéo foi menor, porém tambéem
significativa, ficando ao redor de 15% para cada um dos tratamentos T3 e T4 quando
comparados a T1.

Pela andlise da Tabela 3, pode-se perceber que tanto Alternaria sp. quanto
Aspergillus sp. ndo diferiram estatisticamente do controle no que se refere a
porcentagem de germinacdo e ao indice de velocidade de germinacao (IVG), ou
seja, nao apresentaram diminuicdo significativa no numero de sementes
germinadas. Isso pode ter sido resultado da baixa disponibilidade de nutrientes no
substrato (papel-filtro), pois, segundo MAGALHAES et al. (2008) esse tipo de
substrato pode influenciar negativamente o desenvolvimento de certos géneros de
fungos. Assim, apesar de Alternaria sp. e Aspergillus sp. serem fungos causadores
de danos em gramineas (SANCHEZ et al., 2009) ndo foram constatados danos

significativos utilizando-se papel-filtro como substrato.

Acéo dos isolados fungicos em sementes de E. plana no experimento ex vitro
Em relacdo a germinacdo, o tratamento que mais reduziu emergéncia de

plantulas foi Aspergillus sp. (T6) com 55,5% de plantulas emergidas (Tabela 4), uma

reducdo de 34% em relacdo ao controle. Assim como a porcentagem de

emergéncia, o IVE também diminuiu significativamente em T6, ficando
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aproximadamente 40% menor em relagdo a T1. O Unico isolado que ndo obteve
diferenca estatistica para porcentagem de emergéncia e IVE, em relagdo ao
controle, foi Penicillium sp. (T4).

Tabela 4 - Porcentagem de emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia
(IVE), comprimento de folhas (CF), numero de perfilhos (N°P), massa fresca da
parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de capim-annoni (E. plana) apds inoculacao
com Curvularia sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Alternaria sp., e Aspergillus sp.,
experimento conduzido em casa de vegetacao (ex vitro). Santa Maria, RS, 2013.

Trat. E IVE CF N°P  MFPA MFR MSPA MSR
% cm g g g G
T1 87,00° 6,68% 6516 7,20° 56,98 5948%*  26,16% 15,382
T2 84,00° 6,01 4964° 540° 5833% 63,17*® 22,70° 12,10%°
T3 67,50° 5,21° 59,52° 6,76° 58,06 64,91* 22,10% 15,362
T4 95,50 7,74 51,32° 5,48° 62,79° 68,012 26,292 14,71
T5 64,50° 4,939 41,98 6,28% 5725  4574° 14,78° 11,84¢
T6 55,50° 3,919 54,12 6,88 61,14® 57,35* 21,16  10,78™
MEDIA 75,66 5,75 5,86 6,33 59,09 59,78 22,20 13,03
CV (%) 9,12 11,23 4,94 9,94 13,58 15,20 16,73 17,06

Sendo: T1 — controle; T2 - Curvularia sp.; T3 - Fusarium sp.; T4 - Penicillium sp.; T5 - Alternaria sp. e
T6 - Aspergillus sp. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey.

O género Aspergillus é conhecido por causar doencas em varias gramineas
cultivadas (PEREIRA, 1997; VECCHIA; CASTILHOS-FORTES, 2007). Porém, esse
género ndo afeta apenas gramineas, sendo que BELLETTINI et al. (2005) relatou
diminuicdo na germinacdo de amendoim quando inoculado com A. niger. Ademais,
esse género compreende espécies que invadem sementes e causam a sua
deterioracdo, resultando na podriddo das sementes invadidas (WETZEL, 1987;
VECHIATO, 2010). Provavelmente esse tenha sido o motivo para o baixo percentual
de emergéncia de plantulas de capim-annoni tratadas com Aspergillus sp.

Também € importante destacar que esse tratamento apresentou o menor IVE,
fato decisivo para a colonizacdo das sementes, pois permitiu ao fungo um periodo

de acdo mais prolongado. Além de reduzir a emergéncia e o IVE, Aspergillus sp.
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também diminuiu o comprimento das folhas avaliadas, essa reducéo foi de 17%.

Os tratamentos Fusarium sp. (T3) e Alternaria sp. (T5) obtiveram resultados
parecidos para a porcentagem de emergéncia e IVE, com leve vantagem para o
segundo, porém nao foi estatisticamente significativa. Fusarium sp. é um género
produtor de micotoxinas, que podem contaminar alimentos e causar danos em
plantas (CALDAS et al., 2002). Esse género ja foi pesquisado para o controle de
Egeria densa, planta aquética (BORGES NETO et al., 2005; BORGES NETO e
PITELLI, 2004). Fusarium sp. é um dos géneros mais estudados quanto a producéo
de toxinas, sendo que 0 grupo mais importante de toxinas sdo 0s tricotecenos
(TREMACOLDI; FILHO, 2006). No experimento realizado, Fusarium sp. também
reduziu o comprimento das folhas de E. plana, sendo que as plantas ficaram 22%
mais curtas em relagéo a T1 (Tabela 4).

BENETTI et al. (2009), testou a patogenicidade de quatro isolados de
Fusarium sp. em cedro, e constataram que trés dos isolados testados causaram
diminuicdo na emergéncia das plantulas. Da mesma forma, LAZAROTTO et al.
(2012) também testando a patogenicidade de Fusarium sp., entre outros fungos,
chegou ao mesmo resultado, e constatou que o fungo é transmitido para as
plantulas via sementes. Assim, 0 seu uso como bioherbicida para o capim-annoni
merece ser melhor estudado, pois apresenta potencial.

Alternaria sp. (T5) foi o segundo melhor tratamento. Sendo que no
experimento realizado houve reducao de 25% na emergéncia e 26% no IVE, ambos
em relacdo a T1. Ja para o comprimento de folhas houve reducdo de 35% em
relacdo a T1 (Tabela 4). Esses resultados podem ter sido devido a acdo de toxinas
provenientes do fungo, pois Alternaria sp. € um género que abriga produtores
dessas substancias (TREMACOLDI; FILHO, 2006). A massa seca e fresca da parte
aérea e raiz também sofreram reducédo, mas isso pode ter sido devido ao menor
numero de plantulas emergidas (Tabela 4).

O potencial de fungos do género Alternaria € reconhecido. Segundo
BARTON (2005) um bioherbicida desenvolvido a partir de Alternaria destruens foi
registrado para uso nos EUA no ano de 2005, para o controle de Cuscuta spp.
Também, segundo o mesmo autor, foi desenvolvido outro bioherbicida que usou
Alternaria cassiae para o controle de Cassia spp. Dessa forma, com base nos

resultados obtidos e no histdrico de uso desse género como bioherbicida, fica
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evidente o potencial desse género para o controle de E. plana.

Alguns trabalhos desenvolvidos ja estudaram o potencial de fungos como
agentes de biocontrole de espécies vegetais invasoras. ROY e CHOURASIA (1989)
isolaram de C. Rotundus espécies dos géneros Alternaria, Aspergillus, Curvularia,
Fusarium, Penicillium e Rhizopus, porém esses autores ndo avaliaram os fungos
guanto ao potencial para biocontrole.

Também foi testado o controle da planta invasora de pastagens e lavouras de
trigo Chondrilla juncea través da introducdo do fungo Puccinia chondrillina. Na
australia, a planta invasora foi controlada com sucesso, entretanto, em outros
lugares onde foi testado, o controle foi apenas parcial (TESSMANN, 2011).

O potencial de fungos que controlem plantas invasoras existe, porém a
dificuldade de se chegar até um bioherbicida € um entrave para 0 seu
desenvolvimento. Sdo muitas etapas, que vao desde a identificacdo dos fungos até
testes em nivel de campo. Entretanto, essa parece ser uma técnica promissora para

o futuro.

CONCLUSAO

Os géneros fungicos identificados nas sementes colhidas de E. plana séo:
Alternaria sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. O meio
BDA mostrou-se mais apropriado do que o método do papel-filtro para o isolamento
dos fungos identificados.

Em condicbes de ambiente in vitro, os isolados dos géneros fangicos
Curvularia sp., Fusarium sp. e Penicillium sp, causam diminuicdo na germinacao de
sementes de E. plana

O isolado fungico mais eficiente na reducédo do desenvolvimento em estadio

inicial de E. plana foi Aspergillus sp. em ambiente controlado ex vitro.
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ARTIGO 2

Efeito alelopatico de extratos de carqueja (Baccharis trimera

Less) sobre capim-annoni (Eragrostis plana Ness)

RESUMO

O capim-annoni € uma graminea invasora dos campos do bioma Pampa, regido com
grande variedade de espécies vegetais, causando prejuizos econdémicos e
ambientais. Estudos demonstram o potencial de utlizagdo de plantas como a
espécie Baccharis trimera Less (carqueja) no controle de plantas indesejaveis. A
carqueja, pertencente a familia Asteraceae, possui principios ativos com varias
propriedades. Dentre os compostos presentes em B. trimera, pode-se destacar a
presenca de flavonoides, taninos, acidos graxos, esteroides, triterpenoides. Este
trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos alelopaticos dos extratos aquosos de
carqueja sobre a germinacdo e desenvolvimento do capim-annoni, bem como
determinar os compostos fendlicos presentes nos extratos. Para avaliar o efeito
alelopatico de B. trimera em E. plana foram aplicadas diferentes doses de extrato
bruto aquoso (EBA) de carqueja nas sementes de capim-annoni. As concentracdes
foram 0; 25; 50; 75 e 100 g.L™. Os experimentos foram conduzidos em estufa BOD
(in vitro) e em casa de vegetacdo (ex vitro). Também foi realizada a técnica
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para identificar os compostos
presentes no EBA. Foram encontrados em maior quantidade: acido cafeico, acido
clorogénico, isoquercitina e acido elagico. No experimento in vitro a inibicdo da
germinacdo deu-se a partir da concentracdo 25 g.L™, sendo que a germinacéo
diminuiu conforme a concentracdo do EBA aumentou. No experimento ex vitro a
reducdo da emergéncia foi menor, porém foi estatisticamente significativa. Os dados

obtidos mostram que os extratos de carqueja interferem no desenvolvimento.

Palavras-chave: Bioma Pampa. Fitoquimicos. Alelopatia. Conservacao.
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ABSTRACT

Allelopathic effect of extracts carqueja (Baccharis trimera Less) on tough

lovegrass (Eragrostis plana Ness)

The tough lovegrass (Eragrostis plana Ness) is an invasive grass grassland the
Pampa biome, a region that has a large variety of plant species, and has been
causing economical and environmental losses. Studies have demonstrated the
potential of using Baccharis trimera Less (carqueja) in order to control undesired
plants. The carqueja belongs to the Asteraceae family, possessing compounds with
many properties. This work aimed to evaluate the allelopathic effects of the aqueous
extracts of carqueja upon the germination and development of the tough tough
lovegrass, as well as determinate the phenolic compounds present in these extracts.
To evaluate the allelopathic effect of B. trimera on E. plana different doses of the
crude aqueous extract (CAE) of carqueja were applied on the seeds of tough love-
grass. The concentrations where 0; 25; 50; 75 and 100 g.L™. The experiments were
realized in a BOD incubator (in vitro) and in a greenhouse (ex vitro). The High-
performance liquid chromatography (HPLC) was also conducted to identify the
compounds present in the CAE. Were found in larger amounts: caffeic acid,
chlorogenic acid, ellagic acid and isoquercitina. In the in vitro experiment the
inhibition of the germination appeared from the concentration of 25 g.L™ upwards,
causing a diminishing germination with increasingly higher concentrations of the
CAE. In the ex vitro experiment the reduction of emergence was lower, but was
statistically significant. The data show that the carqueja extracts interfere on the

development of the tough lovegrass.

Keywords: Pampa Biome. Phytochemicals. Allelophaty. Conservation.
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INTRODUCAO

O capim-annoni, Eragrostis plana Nees, € uma graminea (Poaceae) perene,
estival, cespitosa e proveniente da Africa do Sul (FOTCH, 2008). Devido a essas
caracteristicas, combinadas ao rapido crescimento e facilidade de reproducéo, a
espécie possui atributos de planta invasora, portanto, vem causando danos
ambientais e econdmicos na area de abrangéncia do bioma Pampa, onde se pratica
a pecuaria em campos naturais.

O controle convencional de E. plana requer o emprego de produtos altamente
toxicos, podendo causar danos ambientais e perda de diversidade vegetal, pois a
vegetagcdo nativa altamente diversificada do bioma Pampa também é eliminada
(GOULART et al., 2009; MEDEIROS; FOCHT, 2007). Nesse sentido, alternativas
para o controle de gramineas invasoras tém sido estudadas, como por exemplo, a
utilizacdo de plantas para inibicdo da sua germinacdo e desenvolvimento
(FERREIRA et al., 2007; KHALIQ et al., 2011; 2013).

O efeito alelopatico ocorre pela producdo de metabdlitos primarios e
secundarios, produzidos e liberados por espécies vegetais. Os metabdlitos primarios
sdo produzidos pelo processo fotossintético, e sdo essenciais a planta produtora, ja
0s metabolitos secundarios (também denominados compostos secundarios), embora
nao sejam essenciais ao metabolismo da planta produtora, tém importante papel na
competicdo com outras espécies (GOLDFARB et al., 2009). Em geral, a origem
desses metabolitos secundarios esta relacionada a algum tipo de estresse (por
exemplo: seca, calor, ataque de microrganismos) sofrido pelo vegetal, funcionando
como um mecanismo de defesa. Assim, 0s 0leos essenciais, resinas, alcaldides,
flavondides, taninos, entre outros, sdo exemplos de compostos secundarios (DI
STASI, 1996).

De forma geral, metabdlitos secundarios de espécies vegetais podem interferir
tanto na germinacdo quanto no desenvolvimento de outras plantas. Essa é uma das
estratégias utilizadas por plantas invasoras para competir com outras espécies
(MAZZAFERA, 2003).

Entretanto, devido a grande diversidade de compostos produzidos, ha a
possibilidade de que alguns desses metabdlitos secundarios sejam utilizados como

alternativa ao uso de herbicidas convencionais, fazendo o controle de espécies
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invasoras (WALLER, 1999). Visto que os métodos de controle de plantas daninhas
com herbicidas podem ser nocivos ao ambiente e a populagdo, alternativas ao uso
de produtos quimicos sao necessarias. Dessa forma, os herbicidas naturais tém
potencial de controlar espécies invasoras e causar menor impacto ambiental, pois
sdo ambientalmente e toxicologicamente (alta biodegradabilidade) mais seguros que
os herbicidas sintéticos usados atualmente na agricultura (DUKE et al.,, 2002;
MACIAS et al., 2006).

Dentre as plantas com efeitos alelopaticos, tem-se a carqueja (Baccharis
trimera Less) que possui propriedades de inibicdo celular (FACHINETTO;
TEDESCO, 2009). A carqueja pertencente a familia Asteraceae, possui principios
ativos com varias propriedades. Dos compostos presentes nessa espécie pode-se
destacar a presenca de flavonoides, taninos, acidos graxos, esteroides e
triterpendides, cumarinas, amino grupos e tracos de glicosideos saponinicos (BONA
et al., 2002). FRITZ et al. (2007) relatou o efeito alelopatico de B. Trimera em alface
(Lactuca sativa L.). Também ha relatos de efeito alelopatico de carqueja em tomate
(CASTRO; FERREIRA, 2001).

Este trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos alelopaticos dos extratos
aquosos de cargueja sobre a germinacao e desenvolvimento do capim-annoni, bem

como determinar os compostos fendlicos presentes nos extratos.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Citogenética
Vegetal e Genotoxicidade, no Laboratoério de Interacdo Planta-Microrganismos e em
casa de vegetacao, todos pertencentes ao Departamento de Biologia, do Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria —
RS.

As folhas de carqueja foram coletadas no municipio de Roséario do Sul, RS.
Visando padronizar a amostra foi realizada apenas uma coleta, no més de marco de
2013, durante o periodo da manha. Apés isso, as folhas foram colocadas para secar
durante trés dias a temperatura de 35 °C, em estufa do tipo Biosystem Organized

Development (BOD), e foram armazenadas a 8 °C (x 2 °C) até a implantacdo dos
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experimentos. As sementes de E. plana foram colhidas no municipio de Bagé — RS,
no ano de 2012, e fornecidas pela Embrapa Pecuéria Sul.

Para testar o potencial alelopatico de B. trimera, foi seguida a recomendacao
de FERREIRA e AQUILA (2000). Assim, primeiramente foi realizado teste de
germinacao utilizando-se o critério morfoldgico, ou seja, emergéncia da radicula,
como primeira abordagem, em seguida se realizou teste de emergéncia de plantulas
no solo. Desse modo, foram realizados dois experimentos, um sob condi¢cdes de
temperatura e luz controladas (experimento in vitro), conduzido em estufa BOD e
outro realizado em casa de vegetacdo (experimento ex vitro), sem controle de
temperatura e luz.

Para o preparo do extrato bruto aquoso (EBA) foram pesadas 100 g de folhas
de carqueja, trituradas e colocadas durante 15 minutos em agua a 100 °C,
previamente destilada e autoclavada. Apés isso, o0 extrato foi deixado para esfriar em
temperatura ambiente, em recipiente fechado, depois foi filtrado e coletado num
Becker. Para a obtencédo das concentragcdes menores foi feita a diluicido do extrato
mais concentrado. Esse procedimento foi repetido para cada aplicacdo. Os
tratamentos utilizados foram: T1 — agua destilada e autoclavada; T2 — EBA nas
concentracdes de 25g. L™*; T3-50g.L*; T4-759g.L e T5- 100 g.L’

Para a realizacdo do experimento in vitro as sementes de capim-annoni foram
distribuidas em caixas gerbox, com trés camadas de papel-filtro. Apés a semeadura
foi feita a aplicacdo dos extratos de carqueja diretamente sobre o papel-filtro, sendo
gue a quantidade de extrato aplicado foi de 2,5 vezes o peso do papel.

Cada tratamento desse experimento teve oito repeticdes, com 50 sementes por
repeticéo, totalizando 400 sementes por tratamento. Apds a semeadura, as parcelas
foram colocadas para germinar em camara climatizada (BOD), com fotoperiodo de
12 horas, e temperatura de 25 °C.

Para o experimento in vitro, foram realizadas as seguintes analises:
porcentagem de germinacdo: determinou-se aos 30 dias, através do numero de
sementes germinadas em relacdo ao numero total de sementes colocadas para
germinar (BORGHETTI; FERREIRA, 2004). O critério de avaliacdo considerado para
a germinacéo foi a emissdo da radicula (BORGHETTI; FERREIRA, 2004). indice de

velocidade de germinacdo (IVG): foi calculado o IVG somando-se o numero de
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sementes germinadas a cada dia, dividido pelo respectivo numero de dias
transcorridos a partir da semeadura, conforme MAGUIRE (1962).

O experimento ex vitro foi conduzido na casa de vegetacdo pertencente ao
Departamento de Biologia da UFSM. No total foram 60 dias de avaliagao, durante os
meses de setembro a novembro de 2013.

A semeadura foi realizada em uma mistura de substrato horticola (da marca
Tecnomax®) com areia, na proporgado 2:1. Essa mistura foi autoclavada duas vezes
a 120 °C por uma hora, durante dois dias, com um intervalo de 24 horas. Ap0s isso a
mistura de substrato e areia foi colocada em recipientes plasticos com capacidade
para 1 litro, onde foi feita a semeadura do capim-annoni, a 1 cm de profundidade, de
forma uniforme.

Depois da semeadura foi feita a aplicacdo do EBA. A aplicacdo foi diaria,
durante sete dias, cada repeticdo recebeu 80 mL de EBA ou agua destilada e
autoclavada, no caso do tratamento controle. Ap0s o periodo de aplicacdo de
extratos as plantas receberam apenas irrigagdo com agua destilada. Cada
tratamento teve cinco repeticdes, sendo 40 sementes por repeticéo, totalizando 200
sementes por tratamento. O preparo do EBA seguiu a mesma metodologia adotada
para o experimento in vitro, as concentracfes do EBA foram as mesmas citadas
anteriormente.

Para o0 experimento ex vitro foram realizadas as seguintes analises:
porcentagem de emergéncia de plantulas aos 30 dias, através do numero de
plantulas emergidas em relacdo ao numero total de sementes colocadas para
germinar (BORGHETTI; FERREIRA, 2004); indice de velocidade de emergéncia
(IVE), calculado o IVE somando-se o niumero de sementes emergidas a cada dia,
dividido pelo respectivo nimero de dias transcorridos a partir da semeadura,
conforme MAGUIRE (1962); Comprimento das folhas, medido em centimetros;
Numero de perfilhos; Massa fresca da parte aérea (folhas) e raiz; Massa seca da
parte aérea e da raiz.

A analise dos extratos aquosos de carqueja foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC- High Performance Liquid
Chromatography) para determinar e quantificar os compostos fendlicos presentes.

O delineamento experimental adotado tanto para o experimento in vitro quanto

para 0 ex vitro foi completamente casualizado, com cinco tratamentos e oito
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repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, pelo programa estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil cromatografico do EBA e as concentracdes de cada composto sdo

apresentados na Figura 1 e na Tabela 1.
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Figura 1: Perfil cromatogréafico representativo da infusio de Baccharis trimera. Acido
galico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), derivado do &cido
clorogénico (pico 4), acido cafeico (pico 5), derivado do acido cafeico (pico 6), acido
elagico (pico 7), epicatequina (pico de 8), rutina (pico 9), isoquercitrina (pico 10),
guercitrina (pico 11), quercetina (pico 12), canferol (pico 13) e canferol glicosideo
(pico 14).
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Tabela 1 — Compostos fendlicos e flavondides presentes em Baccharis trimera na
concentracdo de 50 mg.mi™. Anélise do extrato de B. Trimera por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Santa Maria, RS. 2013.

Compostos Compostos
mg/g % mg/g %
Acido gélico 2,35+0,01 0,23 Epicatequina 5,37 £ 0,03 0,53
Catequina 1,19 £ 0,03 0,11 Rutina 7,23 £0,02 0,72

Acido clorogénico 13,58 +0,02 1,35 Isoquercitrina  13,49+0,01 1,34
Derivado do acido 10,96 + 0,02 1,09  Quercitrina 10,25 + 0,02 1,02
clorogénico

Acido cafeico 15,73+0,01 1,57  Quercetina 4,96 + 0,02 0,49

Derivado do acido 16,42 + 0,02 1,64  Canferol 2,13 +£0,02 0,21

cafeico”

Acido elagico 12,89 £ 0,01 1,28  Canferol 6,34 +0,01 0,63
glicosideo®

Quantificados como: &cido clorogénico, "acido cafeico e “canferol. Resultados sdo expressos como
média = S.E. de 3 determinacoes.

O acido cafeico e seus derivados foram os compostos observados em maior
guantidade na analise dos extratos de B. trimera (Tabela 1). Essas substancias séo
xantinas, potentes inibidoras do desenvolvimento de espécies vegetais (FERREIRA,
AQUILA, 2000). O principal exemplo de espécie produtora da xantina cafeina é o
cafeeiro (Coffea arabica L.), essa substancia chega a ser fitotoxica até mesmo para
plantas jovens da mesma espécie (WALLER et al., 1986). Devido a isso, 0 acido
cafeico promove o controle natural de espécies invasoras em cafezais (ANAYA et al.,
1982).

SOUZA FILHO et al. (2006) analisou a atividade alelopatica potencial de
substancias quimicas produzidas por Myrcia guianensis (Aubletet) A. P. de Candolle.
Nesse estudo, foi relatado que o acido gélico foi responsavel pela atividade inibitoria
da germinacdo e desenvolvimento de malicia (Mimosa pudica L.) e mata-pasto
(Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby), duas plantas daninhas. Segundo os
autores, as duas plantas responderam de forma diferente ao acido gélico, sendo que
M. Pudica foi mais afetada. Desse modo, a inibicdo esteve associada a dois fatores:
concentragcdo e planta receptora. Essa resposta diferente foi atribuida a

especificidade entre as plantas receptoras e o acido galico.
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Também os &cidos elégico e clorogénico, que foram observados na analise dos
extratos de B. trimera, sdo descritos como aleloquimicos capazes de inibir o
desenvolvimento de outras espécies que ndo a produtora (ALVES et al.,, 1999).
Ambas as substancias sdo comuns em extratos de Eucalyptus spp. (FERREIRA;
AQUILA, 2000). Os flavondides catequina, quercetina, quercetrina e rutina também
sdo citados como compostos fitotoxicos com atividade alelopéatica (BENINGER,;
HALL, 2005; PARVEZ et al., 2004).

Em geral, os efeitos dos aleloquimicos sobre as plantulas, usando como
substrato papel-filtro, sdo mais drasticos (FERREIRA; AQUILA, 2000). No
experimento realizado in vitro, jA no primeiro tratamento com o extrato, houve uma
grande reducdo na germinacdo (Tabela 2). A concentracdo de extrato de 25 g. L™
(T2) permitiu apenas 14,75% de germinagdo, uma redugcdo de aproximadamente
82% em relacdo ao ,tratamento controle (T1l), que teve 85% de sementes
germinadas. Os valores do IVG para esse tratamento ficaram em 1,99, esse valor foi

aproximadamente 85% menor que T1, que teve IVG de 13,57.

Tabela 2 - Porcentagem de germinacédo (G), indice de velocidade de germinacdo
(IVG) de capim-annoni (Eragrostis plana) com aplicacdo de extratos aquosos de
carqueja (Baccharis trimera) em diferentes concentra¢des. Santa Maria, RS, 2013.

G VG
Tratamentos %
T1 85,007 13,572
T2 14,75° 1,99°
T3 3,25° 0,31¢
T4 0,00° 0,00°
T5 0,00° 0,00°
MEDIA 20,60 3,17
CV (%) 18,14 16,02

T1 - Testemunha; T2-259. L% T3-50¢g. L™, T4-75¢. L™; T5 - 100 g. L™. Médias seguidas da mesma
letra, nao diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey.
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Em T3, com concentracdo de 50 g. L™, houve 3,25% de germinacdo, uma
reducdo de aproximadamente 96% em relacdo a T1. O valor do IVG também foi
afetado, ficando em 0,31, esse valor foi 97% menor que T1.

Nas concentracdes de 75 g.L™ (T4) e 100 g.L™ (T5) nenhuma semente de E.
plana germinou. Sendo que os tratamentos T3, T4 e T5 nao apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si.

CLAUDINO e CARVALHO (2004), avaliaram os efeitos do extrato bruto aquoso
de carqueja (B. trimera) em sementes de soja e milho, sob condi¢Bes de laboratorio,
relatando que houve efeito alelopatico significativo do extrato da parte aérea de
plantas de carqueja na germinacao e crescimento de plantulas de soja. Entretanto, a
reducdo maior foi observada somente apds a concentracdo 100 g.L™. J4 em relacéo
ao milho, uma graminea assim como o capim-annoni, houve aumento no namero de
plantulas anormais, quando submetidas a tratamento com EBA de carqueja, sendo
que esse aumento foi maior a partir da concentracdo de 100 g.L™. Assim, ha a
possibilidade de que o capim-annoni seja mais sensivel ao extrato de carqueja do
gue soja e milho, pois, no estudo aqui discutido, houve reducéo na germinacdo das
sementes de capim-annoni a partir da concentracéo de 25 g.L™.

Em relacdo ao experimento ex vitro a Tabela 3 demonstra que o tratamento
controle (T1) teve em média 96% de plantulas emergidas e IVE médio de 7,99. Em
T2 a emergéncia média baixou para 77%, aproximadamente 20% menor em relacao
ao controle. O IVE também foi reduzido, ficando em 6,35, isso foi 20,5% menor que
em T1. Assim como no experimento conduzido in vitro, os efeitos do EBA na
germinacdo ou emergéncia deram-se a partir da concentracdo mais fraca do EBA.
Houve semelhanca com os resultados do experimento conduzido in vitro, porém, a
reducdo da emergéncia foi menor do que a reducdo da germinacdo, mas
estatisticamente significativa para todos tratamentos com EBA.

Em relacdo as médias do comprimento de folha (CF) e niamero de perfilhos
(N°P) constatou-se que foram maiores em T2, sendo que T1 apresentou CF médio
de pouco mais de 50 cm e T2 de 55 cm. Entretanto, essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa, para esses dois tratamentos. Ainda em relacédo ao CF,
para os outros trés tratamentos (T3, T4 e T5) houve diferenca estatistica em relacéo
ao controle, sendo T4 o melhor tratamento para esse aspecto. Esses dados podem

ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Porcentagem de emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia
(IVE), comprimento de folhas (CF), numero de perfilhos (N°P), massa fresca da
parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de capim-annoni (Eragrostis plana) com
aplicacdo de extratos aquosos de carqueja (Baccharis trimera) em diferentes
concentragfes. Santa Maria, RS, 2013.

Trat. E IVE CF N°P MFPA  MFR MSPA  MSR
% cm g g G g

T1 96,00 7,99° 50,08% 7,36 59,30° 36,07° 24,99 6,82%
T2 77,00° 6,35% 55,00° 8,16° 61,17° 36,11* 2242 8,072
T3 57,00° 3,55° 44,00° 7,72 47,03 26,98 16,30° 6,37
T4 56,00° 3,40° 38,74° 5,88° 33,74° 20,20 13,53 548°
T5 46,006 2,27° 41,98 7,16* 27,77° 16,08 12,65° 4,58°

Média 66,50 4,91 4596 7,25 4580 27,09 17,98 6,27

CV (%) 8,59 17,54 5,88 15,6 10,64 18,33 12,86 19,52

T1 - Testemunha; T2-259. L™ T3-50¢g. L™ T4-75¢. L'; T5 - 100 g. L™". Médias seguidas da mesma
letra, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey.

Ja a média do N°P foi estatisticamente superior em T2. Sendo que T2 teve em
média 8,16 perfilhos por planta e T1 7,36 perfilhos por planta. Esses dados podem
ter sido influenciados pela reducdo da emergéncia causada pelo EBA em T2, de
modo que a reducdo do numero de plantas por parcela facilitou o desenvolvimento
das plantas remanescentes. Assim, embora o extrato tenha causado reducdo na
porcentagem de emergéncia, isso acabou favorecendo as plantas que ndo sofreram
o efeito alelopatico do EBA, diminuindo a competicdo entre plantas nas condi¢bes
em que o experimento foi conduzido.

O resultado da reducdo na competicdo entre as plantas em T2 também pode
ser verificado nos demais parametros avaliados. Em relacdo a massa fresca da parte
aérea e da raiz (MFPA e MFR respectivamente) ndo houve diferenca estatistica em
relacdo ao controle. Para a massa seca da raiz (MSR) T2 apresentou maior peso em
gramas do que T1, novamente isso pode ser creditado a reducdo do namero de
plantas.

Os tratamentos T3, T4 e T5 nao diferiram entre si na porcentagem de
emergéncia média, o mesmo vale para o IVG médio. Sendo que T3 e T4

apresentaram praticamente os mesmos valores para a porcentagem de emergéncia



59

(Tabela 3), ambos com aproximadamente 40% menos plantulas emergidas se
comparados com T1. O IVE de ambos também foi parecido, sendo que os dois
tratamentos obtiveram IVG aproximadamente 43% menor que em T1.

Em T5, tratamento com maior concentracdo, a reducao na emergéncia foi em
média de 46% de plantulas emergidas, isso representou uma reducdo de 52% em
relacdo ao controle. Além disso, o IVE médio foi aproximadamente 70% menor em
relacéo a T1.

A reducdo da emergéncia de plantulas de E. plana foi proporcional ao aumento
na concentracéo do EBA de B. trimera. Embora a reducdo nao tenha sido tdo grande
como no experimento in vitro, os dados obtidos confirmam a tendéncia verificada
naquele experimento.

E provavel que os resultados obtidos in vitro tenham sido melhores devido ao
maior contato das sementes com o extrato aquoso, pois o papel-filtro absorveu e
manteve o EBA em contato direto com as sementes. Devido a isso, observando-se
as Tabelas 2 e 3 nota-se que o IVG no experimento conduzido in vitro foi superior ao
IVE do experimento conduzido ex vitro. Por outro lado, houve mais plantulas
emergidas no experimento conduzido ex vitro do que no conduzido in vitro. Muitas
vezes o efeito alelopatico ndo € diretamente sobre a germinacdo, mas sim sobre a
velocidade de germinacado (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em condi¢cdes de campo, o atraso na germinacao, verificado no experimento
conduzido ex vitro, poderia ter reduzido ainda mais a porcentagem de emergéncia,
pois, isso resultaria em maior tempo de exposicdo ao ataque de microrganismos
naturalmente presentes no solo, o que provavelmente inviabilizaria a germinacao de
muitas sementes.

Os resultados obtidos para o comprimento médio de folhas (CF), que podem
ser conferidos na Tabela 3, revelaram que houve reducédo no tamanho das folhas em
T3, T4 e T5. Estatisticamente a reducao foi maior em T4 do que em T3, mas igual a
T5, sendo de 38,74 cm, aproximadamente 22% menor que o comprimento das
folhas de T1, que foi de 50,08 cm. Em T3 e T5 a reduc¢ao foi menor, ficando em
44,00 cm e 41,98 cm respectivamente, porém, mesmo sendo uma reducdo menor
do que a verificada em T4 foi igualmente significativa em relacdo a T1.

Em relacdo a massa seca da parte aérea (MSPA), os tratamentos 3, 4 e 5 néo

diferiram entre si, mas foram estatisticamente inferiores a T1 (Tabela 3). Ja em
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relacdo a massa seca da raiz (MSR) T3 nédo diferiu do controle, sendo que as
plantas que apresentaram maior peso de raiz foram as de T2, talvez isso possa ser
explicado pela ja& mencionada diminuicdo da competicdo entre plantas,
proporcionada pelo menor niumero de plantulas emergidas. Todavia, embora T4 e T5
ndo tenham diferido entre si, foram inferiores ao controle. Em T5 o peso médio das
raizes foi aproximadamente 32% inferior a T1.

Os resultados obtidos para o comprimento de folhas e massa seca de parte
aérea e raiz demonstram claramente que ha interferéncia no desenvolvimento de
capim-annoni quando as suas sementes sao tratadas com extrato de B. trimera. Se
for levado em consideracdo o periodo de aplicacdo do EBA foi relativamente curto
(sete dias), os numeros obtidos ganham maior relevancia. Porque, se as aplicacfes
fossem estendidas mais alguns dias, provavelmente haveria um maior controle da
emergéncia e do desenvolvimento do capim-annoni. Os resultados parecem ter sido
influenciados pela capacidade de inibir a divisédo celular que o extrato de B. trimera
possui (FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

Devido as propriedades inibidoras de germinacao do acido cafeico (ANAYA et
al., 1982; WALLER et al., 1986), e também por ter sido o composto observado em
maior quantidade no EBA analisado (Tabela 1 e Figura 1), esse parece ser o
principal responsavel pela reducdo dos indices de germinacdo e emergéncia de
plantulas de capim-annoni. Entretanto, para poder-se afirmar isso, seriam
necessarios mais estudos que avaliassem isoladamente a interacdo do acido

cafeico, e dos outros compostos identificados, com o capim-annoni.

CONCLUSAO

O extrato de carqueja (B. trimera) € eficaz no controle da germinacdo e da
emergéncia de plantulas de capim-annoni (E. plana) avaliadas. Da mesma forma, o
desenvolvimento vegetativo do capim-annoni foi afetado negativamente pelo extrato.

O extrato de carqueja apresentou varios compostos fendlicos e flavondides na
sua composicdo. Foram encontrados em maior quantidade: &cido cafeico, acido

clorogénico, isoquercitina e acido elagico.
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DISCUSSAO

Estudando o potencial de fungos para o controle biolégico de E. plana (Artigo
1). Foram identificados cinco géneros de fungos nas sementes de capim-annoni,
sendo eles: Alternaria sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium
sp. Os géneros com maior ocorréncia nas sementes avaliadas foram Alternaria sp. e
Curvularia sp. com incidéncia média de 20,5% e 11,75%, respectivamente. Ambos
géneros de fungos foram detectados pelos dois métodos de identificacdo avaliados
(papel de filtro e meio BDA).

O tratamento com NaClO reduziu a média de contaminacdo das sementes por
estes fungos, sem eliminar o género Alternaria sp., porém, em relacdo ao género
Curvularia sp. a assepsia foi eficiente. No tratamento de sementes sem assepsia,
Alternaria sp. teve uma incidéncia de 32%, pelo método de papel-filtro, e 40% pelo
método BDA. A presenca de fungos nas sementes tratadas com NaClO pode indicar
a presenca de esporos de fungos no interior das sementes (AZEVEDO, 1998). De
todo modo, a incidéncia de fungos nesses tratamentos foi baixa, ficando na ordem
de 1,16 a 1,5%.

Na média geral, o meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) foi superior ao
método do papel filtro para a propagacdo dos fungos, nas sementes avaliadas.
Esses resultados corroboram os obtidos por MAGALHAES et al. (2008). Segundo os
autores, o meio BDA é rico em nutrientes, ao contrario do papel de filtro, e isso
provavelmente favoreceu o crescimento de alguns fungos. Pelo método do
plagueamento em meio BDA, tanto na presenca quanto na auséncia de assepsia,
também foi detectada uma baixa incidéncia (média inferior a 2%) de bactérias, as
guais ndo foram identificadas.

Segundo relatado na literatura cientifica (SILVA et al., 2007; FERREIRA, 2010;
PALLU, 2010; VECHIATO, 2010 e KUHNEM JUNIOR et al., 2013) os fungos
encontrados nas sementes de E. plana apresentam patogenicidade em relacdo a
gramineas, assim é possivel que sejam patogénicos também ao capim-annoni.
Ademais, 0s géneros que apresentam maior potencial de uso parecem ser
Curvularia sp. e Fusarium sp., o primeiro porque apresentou grande incidéncia nas
sementes avaliadas e € um produtor de toxinas (SANTOS et al. 1997), o ultimo pois

é um fungo bastante agressivo a muitas espécies vegetais (KUHNEM JUNIOR et al.,
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2013; OLIVEIRA, 2010). ApGs o isolamento e identificacdo dos cinco géneros de
fungos citados, foram realizados testes para avaliar a sua agdo nas sementes de E.
plana.

A acdo dos fungos isolados nas sementes de E. plana foi avaliada em
condicbes de luz e temperatura controladas (semeadura em papel-filtro, testes
conduzidos in vitro) e também em casa de vegetacao (semeadura em substrato
horticola misturado com areia, testes conduzidos ex vitro). Com base nesses testes,
foi possivel observar que, no experimento in vitro, os fungos que mais reduziram a
porcentagem de germinacao foram Curvularia sp., Fusarium sp. e Penicillium sp.

Curvularia sp. foi o tratamento que mais reduziu o IVG (indice de velocidade
de germinacao). Isso pode ter favorecido a contaminacdo das sementes pelo fungo
e, devido a isso, foi o tratamento que apresentou os melhores resultados.

Os fungos inoculados em sementes de E. plana apresentam patogenicidade
em relacdo a gramineas (SILVA et al., 2007; FERREIRA, 2010; PALLU, 2010;
VECHIATO, 2010 e KUHNEM JUNIOR et al., 2013). Entretanto, Alternaria sp. e
Aspergillus sp. ndo diferiram estatisticamente do controle no que se refere a
porcentagem de germinacdo e ao IVG. Isso pode ter sido resultado da pouca
disponibilidade de nutrientes oferecida pelo substrato (papel-filtro) utilizado no
experimento in vitro. Pois, segundo MAGALHAES et al. (2008) esse tipo de
substrato pode influenciar negativamente o desenvolvimento de certos géneros de
fungos. Segundo SANCHEZ et al., (2009) Alternaria sp. e Aspergillus sp. sdo fungos
causadores de danos em gramineas, entretanto, os resultados do presente trabalho
nao permitiram chegar a essa conclusao.

O experimento realizado em casa de vegetacao (ex vitro) demonstrou que 0s
fungos isolados interferiiam na emergéncia de plantulas e desenvolvimento de E.
plana. Em relacdo a emergéncia, o tratamento que mais reduziu a porcentagem de
emergéncia foi Aspergillus sp., com 55,5% de plantulas emergidas, isto €, uma
reducdo de 34% em relacdo ao controle. Assim como a porcentagem de
emergéncia, o IVE (indice de velocidade de emergéncia) também teve diminuicao
significativa no tratamento Aspergillus sp. E importante destacar que esse
tratamento apresentou o menor IVE, fato decisivo para a contaminacdo das
sementes, pois permitiu ao fungo um periodo de a¢do mais prolongado.

Os tratamentos Fusarium sp. e Alternaria sp. obtiveram resultados parecidos
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para a porcentagem de emergéncia e IVE, porém ndo foi estatisticamente
significativa. Fusarium sp. é um género produtor de micotoxinas, que podem
contaminar alimentos e causar danos em plantas (CALDAS et al., 2002). Esse
género ja foi pesquisado para o controle de Egeria densa, planta aquatica (BORGES
NETO et al., 2005; BORGES NETO e PITELLI, 2004). Fusarium sp. € um dos
géneros mais estudados quanto a producédo de toxinas, sendo que o0 grupo mais
importante de toxinas sdo os tricotecenos (TREMACOLDI; FILHO, 2006). No
experimento realizado, Fusarium sp. também reduziu o comprimento das folhas de
E. plana, sendo que as plantas ficaram 22% mais curtas em relacdo a T1.

Alternaria sp. foi o segundo melhor tratamento. Os resultados podem ter sido
devido a acdo de toxinas provenientes do fungo, pois Alternaria sp. € um género que
abriga produtores dessas substancias (TREMACOLDI; FILHO, 2006).

Além dos experimentos que avaliaram o potencial de fungos para o controle
biolégico de E. plana, também foram realizados testes que avaliaram o efeito
alelopatico de extratos de carqueja (B. trimera) em relacdo ao capim-annoni e
determinaram os compostos fendlicos presentes nos extratos avaliados (Artigo 2). A
analise dos extratos de carqueja revelou a presenca de compostos fendlicos e
flavondides, sendo eles: acido galico; catequina; acido clorogénico; acido cafeico;
acido elagico; epicatequina; rutina; isoquercitrina; quercitrina; quercetina canferol e
canferol glicosideo.

O acido cafeico e seus derivados foram 0os compostos observados em maior
guantidade na analise dos extratos de B. trimera. Essas substancias sdo xantinas,
potentes inibidoras do desenvolvimento de espécies vegetais (FERREIRA; AQUILA,
2000). O principal exemplo de espécie produtora da xantina cafeina € o cafeeiro
(Coffea arabica L.), essa substancia chega a ser fitotoxica até mesmo para plantas
jovens da mesma espécie (WALLER et al., 1986). Devido a isso, o acido cafeico é
uma substancia que promove o controle natural de espécies invasoras em cafezais
(ANAYA et al., 1982).

O acido galico é um composto conhecido por ter atividade alelopética
(RAMAMOORTHY; PALIWAL, 1993; KILL; YANG-JAI,1993). SOUZA FILHO et al.
(2006) relataram que o &cido galico foi responsavel pela atividade inibitéria da
germinacao e desenvolvimento de malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna

obtusifolia), duas plantas daninhas. Segundo os autores as duas plantas
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responderam de forma diferente ao &cido gélico, sendo que M. Pudica foi mais
afetada.

Também os acidos elagico e clorogénico, que foram observados na analise
dos extratos de B. trimera, sdo descritos como aleloquimicos capazes de inibir o
desenvolvimento de outras espécies que ndo a produtora (ALVES et al., 1999;
WILLIS, 1999). Ambas as substancias sdo comuns em extratos de Eucalyptus spp.
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em geral, quando se usa papel-filtro como substrato, os efeitos dos
aleloquimicos sobre as plantulas sdo mais drasticos (FERREIRA; AQUILA, 2000).

No experimento realizado in vitro, o tratamento com a menor concentragdo do

extrato (259.L'1), houve uma grande reducdo na germinacdo (14,75% de
germinacédo), isto é, uma reducdo de aproximadamente 82% em relacdo ao
tratamento controle (85% de germinacao),. Os valores do IVG para esse tratamento
ficaram em 1,99; esse valor foi aproximadamente 85% menor que o tratamento
controle, que teve IVG de 13,57. Sendo que os tratamentos com as trés maiores
concentracbes de EBA de B. trimera ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre si, ficando com médias de germinacao proximas a zero.
CLAUDINO e CARVALHO (2004), avaliaram os efeitos do extrato bruto
aquoso de carqueja (B. trimera) em sementes de soja e milho, sob condi¢des de
laboratorio, relatando que houve efeito alelopatico significativo do extrato da parte

aérea de plantas de carqueja na germinacdo e crescimento de plantulas de soja.

Entretanto, a reducdo maior foi observada somente apos a concentracdo 100 g.L'l.
Assim, ha a possibilidade de que o capim-annoni seja mais sensivel ao extrato de
carqueja, pois no estudo aqui discutido houve reducédo a partir da concentracédo de
25 gL

Em relacdo aos testes conduzidos em ambiente ex vitro, o EBA com
concentracdo de 25 g.L‘l, reduziu a média de emergéncia de plantulas, sendo
aproximadamente 20% menor em relacdo ao controle. O IVE também foi reduzido,
ficando em 6,35, isso foi 20,5% menor em relacdo ao controle. Assim como no
experimento conduzido in vitro, os efeitos do EBA na germinacdo ou emergéncia

deram-se a partir da concentracdo mais fraca. Entretanto, para os outros parametros

1
avaliados, a reducdo foi a partir da concentracao de 50 g.L" .
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Assim como no experimento in vitro os tratamentos com as trés maiores
concentragcbes de EBA de B. trimera ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre si, ficando com baixas médias de emergéncia. A reducdo da
emergéncia de plantulas de E. plana foi proporcional ao aumento na concentracéo
do EBA de B. trimera. Embora a reducdo néo tenha sido tdo evidente como no
experimento in vitro, os dados obtidos confirmam a tendéncia verificada naquele
experimento.

E provavel que os resultados obtidos in vitro tenham sido melhores devido ao
maior contato das sementes com o extrato aquoso, pois 0 papel-filtro absorveu e
manteve o EBA em contato direto com as sementes. Muitas vezes o efeito
alelopético néo é diretamente sobre a germinacdo, mas sim sobre a velocidade de
germinacao (FERREIRA; AQUILA, 2000).

A semeadura foi feita em substrato esterilizado para que n&do houvesse
interferéncia de outros fatores no experimento. Entretanto, em condi¢cdes de campo,
0 atraso na germinacéo, verificado no experimento conduzido ex vitro, poderia ter
reduzido ainda mais a porcentagem de emergéncia, pois, isso resultaria em maior
tempo de exposicao ao ataque de microrganismos naturalmente presentes no solo.

Os resultados obtidos para o comprimento de folhas e massa seca de parte
aérea e raiz demonstram claramente que ha interferéncia no desenvolvimento de
capim-annoni quando as suas sementes sao tratadas com extrato de B. trimera. Se
for levado em consideracdo que o periodo de aplicacdo do EBA foi relativamente
curto (sete dias), os numeros obtidos ganham maior relevancia. Porque, se as
aplicacoes fossem estendidas mais alguns dias, provavelmente haveria um maior
controle da emergéncia e do desenvolvimento do capim-annoni nos testes
realizados. Os resultados parecem ter sido influenciados pela capacidade de inibir a
divisdo celular que o extrato de B. trimera possui (FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

A escassez de referéncias bibliograficas sobre o tema foi uma dificuldade que
teve que ser constantemente contornada. Para isso, foram utilizadas referéncias de
pesquisas com outras espécies, principalmente gramineas. Talvez, com a conduc¢ao
de novos estudos, podera ser futuramente possivel a producdo de um bioproduto
seletivo, capaz de controlar E. plana e com isso preservar a diversidade natural dos

campos do bioma Pampa.
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CONCLUSAO

A partir do resultados obtidos nesse estudo, é possivel concluir que:

- Os géneros fangicos identificados nas sementes de E. plana séo: Alternaria
sp., Curvularia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.

- Em condi¢cbes de ambiente in vitro, os isolados dos géneros fungicos
Curvularia sp., Fusarium sp. e Penicillium sp, causam diminuicdo na germinacao de
sementes de E. plana

- O isolado fungico mais eficiente na reducdo do desenvolvimento em estadio
inicial de E. plana é Aspergillus sp. em ambiente controlado ex vitro.

- O extrato de carqueja € eficaz no controle da germinacédo das sementes de
capim-annoni. Da mesma forma, o desenvolvimento do capim-annoni € afetado
negativamente pelo extrato.

- O extrato de carqueja apresenta varios compostos fendlicos e flavonéides na
sua composicao.

- Foram encontrados em maior quantidade: acido cafeico, acido clorogénico,

isoquercitina e acido elagico.
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Artigo 1 - Acéo de fungos isolados de sementes de capim-annoni (Eragrostis

plana ness)

Apéndice A — Resumo da andlise da variancia para a germinacédo (G%), experimento

in vitro.

Fontes de Variagdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 6380.805556 | 1276.161111 19.629 0.0000
Repeticoes 160.805556 | 32.161111 0.495 0.7771
Erro 25 11625.361111 | 65.014444

Total corrigido 35 |8166.972222

Apéndice B — Resumo da analise da
germinacao (IVG), experimento in vitro.

variancia para o indice vegetativo de

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 318.572592 | 63.714518 16.823 0.0000
Repeticbes 0.765558 0.153112 0.040 0.9990
Erro 25 | 94.680925 3.787237

Total corrigido 35 | 414.019075

Apéndice C — Resumo da andlise da variancia para a emergéncia de plantulas (E%),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 15946.666667 | 1189.333333 24.951 0.0000
Repeticbes 4 | 574.166667 | 143.541667 3.011 0.0427
Erro 20 | 953.333333 | 47.666667

Total corrigido 29 |7474.166667




Apéndice D — Resumo da andlise da variancia para o indice
emergéncia (IVE), experimento ex vitro.
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vegetativo de

Fontes de Variagcédo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 45.963310 9.192662 21.993 0.0000
Repeti¢cdes 4.919300 1.229825 2.942 0.0460
Erro 20 8.359540 0.417977

Total corrigido 29 59.242150

Apéndice E — Resumo da analise da variancia para o comprimento de folhas (CF),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacédo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 812.124000 | 162.424800 21.328 0.0000
Repeticdes 6.138667 1.534667 0.202 0.9346
Erro 20 | 152.309333 | 7.615467

Total corrigido 29 | 970.572000

Apéndice F — Resumo da analise da variancia para o numero de perfilhos (N°P),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 14.170667 2.834133 7.154 0.0006
Repeticbes 1.133333 0.283333 0.715 0.5913
Erro 20 7.922667 0.396133

Total corrigido 29 23.226667

Apéndice G — Resumo da andlise da variancia para massa fresca da parte aérea
(MFPA), experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 136.979186 | 27.395837 0.425 0.8255
Repeticbes 4 828.819210 | 207.204803 3.218 0.0342
Erro 20 11287.786499| 64.389325

Total corrigido 29 2253.584895
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Apéndice H — Resumo da analise da variancia para massa fresca da raiz (MFR),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 1543.850209  308.770042 3.740 0.0149
Repeticdes 558.608313 | 139.652078 1.691 0.1914
Erro 20 11651.345184| 82.567259

Total corrigido 29 |3753.803705

Apéndice | — Resumo da analise da variancia para massa seca da parte aérea
(MSPA), experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo| G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 443.731163 | 88.74233 6.430 0.0010
Repeticdes 82.574576 | 20.643644 1.496 0.2411
Erro 20 276.033671 @ 13.801684

Total corrigido 29 | 802.339409

Apéndice J — Resumo da analise da variancia para massa seca da raiz (MSR),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo| G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 5 149.193390 | 29.838678 6.037 0.0015
Repeticbes 16.594412 4.148603 0.839 0.5164
Erro 20 98.855720 4.942786

Total corrigido 29 | 264.643522
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Artigo 2 - Efeito alelopéatico de extratos de carqueja (Baccharis trimera Less)
sobre capim-annoni (Eragrostis plana Ness)

Apéndice K — Resumo da andlise da variancia para a germinacdo (G%), experimento

in vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 42650.60000010662.650000 | 763.566 0.0000
Repeticdes 7 152.000000 |21.714286 1.555 0.1901
Erro 28 391.000000 13.964286

Total corrigido 39 43193.600000

Apéndice L — Resumo da analise da variancia para o indice vegetativo de
germinacao (IVG), experimento in vitro.

Fontes de Variagédo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 1103.051568 | 275.762892 |10662.650000 0.0000
Repeticbes 7 3.995626 0.570804 2.205 0.0646
Erro 28 7.247465 0.258838

Total corrigido 39 | 1114.294660

Apéndice M — Resumo da analise da variancia para emergéncia de plantulas (E%),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 | 7905.000000 1976.250000 60.517 0.0000
Repeticbes 4 822.500000 | 205.625000 6.297 0.0031
Erro 16 | 522.500000 @ 32.656250

Total corrigido 24 | 9250.000000
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Apéndice N — Resumo da andlise da variancia para o indice vegetativo de
emergéncia (IVE), experimento ex vitro.

Fontes de Variagcédo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 112.400826 | 28.100207 37.867 0.0000
Repeti¢cdes 4 14.873266 3.718317 5.011 0.0091
Erro 15 11.131191 0.742079

Total corrigido 23 | 138.405283

Apéndice O — Resumo da andlise da variancia para o comprimento de folhas (CF),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 852.532000 | 213.133000 29.201 0.0000
Repeticdes 4 31.148000 7.787000 1.067 0.4050
Erro 16 | 116.780000 7.298750

Total corrigido 24 11000.460000

Apéndice P — Resumo da analise da variancia para o numero de perfilhos (N°P),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 14.729600 3.682400 2.860 0.0579
Repeticbes 4 12.313600 3.078400 2.391 0.0940
Erro 16 20.598400 1.287400

Total corrigido 24 47.641600

Apéndice Q — Resumo da andlise da variancia para massa fresca da parte aérea
(MFPA), experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 14451.766747| 1112.941687 46.846 0.0000
Repeticbes 4 34.044737 8.511184 0.358 0.8346
Erro 16 | 380.120867 | 23.757554

Total corrigido 24 14865.932351
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Apéndice R — Resumo da analise da variancia para massa fresca da raiz (MFR),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 11653.647298| 413.411824 16.765 0.0000
Repeticdes 4 25.104513 6.276128 0.255 0.9027
Erro 16 | 394.558563 | 24.659910

Total corrigido 24 12073.310374

Apéndice S — Resumo da andlise da variancia para massa seca da

(MSPA), experimento ex vitro.

parte aérea

Fontes de Variacdo | G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 599.242494 | 149.810624 28.030 0.0000
Repeticdes 4 20.935536 5.233884 0.979 0.4463
Erro 16 85.513702 5.344606

Total corrigido 24 | 705.691732

Apéndice T — Resumo da analise da variancia para massa seca da raiz (MSR),

experimento ex vitro.

Fontes de Variacdo| G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Tratamentos 4 35.219874 8.804969 5.876 0.0042
Repeticbes 4 2.351449 0.587862 0.392 0.8111
Erro 16 23.975420 1.498464

Total corrigido 24 61.546743




Anexo A — Eragrostis plana.

ANEXOS
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Anexo C — Cariopse de Eragrostis plana.

Anexo D — (A) Montagem dos experimentos com extratos de B. trimera, conduzidos
em laboratdrio; (B) Parcelas dispostas na camara BOD; (C) Extratos de B. trimera.
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Anexo E - (A) Montagem do experimento com fungos, conduzido em laboratério; (B)
Parcelas dispostas na camara BOD; (C) Inoculagdo de sementes de E. plana com
diferentes géneros de fungos.
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Anexo F — Imagens microscopicas dos fungos isolados das sementes de E. plana:
(A) Alternaria sp.; (B) Curvularia sp.; (C) Penicillium sp.; (D) Fusarium sp. e (E)
Aspergillus sp.




