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I, 3 ¢ 5%; ¢ solugcdes de PEG 600 em duas concentragdes. Total de 150
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Delineamento experimental para os ensaios de crescimento. Cada seqiiéncia de
circulos coloridos representa um dos tratamentos (Controle com agua; extratos
1, 3 e 5%; e extratos a 3 ¢ 5% com adi¢dao de carvao ativado). Total de 50

sementes por tratamento.

Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea
parviflora e Eugenia dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na
distribuicdo temporal da germinacdo de sementes de Digitaria horizontalis.

(n=150 sementes por tratamento/extrato).

Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea
parviflora e Eugenia dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na
distribuicdo temporal da germinacdo de sementes de Bidens pilosa (N=150

sementes por tratamento/extrato).

Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea
parviflora e Eugenia dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na
distribuicdo temporal da germinagcdo de sementes de Melinis minutiflora

(N=150 sementes por tratamento/extrato).

Efeito dos extratos aquosos de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e
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Comprimento médio de plantulas de capim-colchdo (Digitaria horizontalis)
incubadas por cinco dias a 30° C e fotoperiodo de 12h em diferentes
concentragdes de extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora,
Eugenia dysenterica e em é4gua (controle). Barras representam o desvio

padrao.

— Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis minutiflora)
incubadas por cinco dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solu¢des de PEG

6000 a 23 e 35mmol/kg e em dgua (ctrl). Barras representam o desvio padrao.

Comprimento médio de plantulas de picdo-preto (Bidens pilosa) incubadas por
cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12h, em diferentes concentracdes de
extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia

dysenterica e em agua (ctrl). Barras representam o desvio padrao.

Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis minutiflora)
incubadas por cinco dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solucdes de
PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl). Barras representam o desvio
padrdo. *Letras diferentes representam diferenca estatistica no teste de

Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=50 plantulas por tratamento).

Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis munutiflora)
incubadas por cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12h, em diferentes
concentragdes de extrato de folhas de Caryocar brasiliense , Qualea
parviflora, Eugenia dysenterica e em agua (ctrl). Barras representam o desvio

padrao.

Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis minutiflora)
incubadas por cinco dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solucdes de
PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl). Barras representam o desvio

padrao.

Comprimento médio de plantulas de Milho incubadas por trés dias a 30° C com

fotoperiodo de 12h, em diferentes concentracdes de extrato de folhas de
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Caryocar brasiliense , Qualea parviflora, Eugenia dysenterica e em agua

(ctrl). Barras representam o desvio padrao.

Comprimento médio de plantulas de Milho (Zea mays) incubadas por trés dias

a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solugdes de PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e

em agua (ctrl). Barras representam o desvio padrao.
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Resumo- A alelopatia pode ser definida como a interferéncia positiva ou negativa que
compostos do metabolismo secunddrio produzidos por uma planta exercem sobre outros
organismos. Espécies do Cerrado tém mostrado acdo alelopatica no desenvolvimento de
outras plantas tratadas com extratos aquosos de partes vegetais como frutos e folhas. Este
trabalho teve por objetivos verificar o efeito alelopatico de espécies nativas do Cerrado na
germinagdo e no desenvolvimento inicial de espécies invasoras, e avaliar os efeitos em tais
espécies buscando determinar caracteristicas mais indicadas e espécies—alvo mais
adequadas para ensaios em laboratorio. Foram testados extratos aquosos foliares de
Caryocar brasiliense, Eugenia dysenterica e Qualea parviflora, tendo como plantas alvo
Bidens pilosa, Digitaria horizontalis, Melinis minutiflora e a espécie cultivada Zea mays.
Foram realizados bioensaios com extratos nas concentracdes de 1, 3 € 5% (p/v). As trés
concentragdes afetaram as espécies-alvo em varios aspectos. A velocidade de germinagdo
de todas as espécies foi atrasada, e Bidens pilosa teve sua germinabilidade reduzida de
forma significativa. O crescimento aéreo e radicular foi inibido de maneira dose-
dependente, sendo que a radicula foi a por¢do mais afetada. Foram observadas mudancas
morfologicas diversas nas raizes tratadas como reducdo de pélos radiculares, redu¢do no
numero de raizes laterais e escurecimento dos tecidos (necroses). Efeitos na diferenciagao
de pélos radiculares se mostraram de dificil mensuracdo para as sementes pequenas, mas
mensuraveis nas espécies com sementes maiores, como B pilosa e Z mays. .O
escurecimento dos tecidos radiculares foi uma constante para todas as espécies-alvo
testadas. O extrato de FEugenia dysenterica foi o mais efetivo na inibicdo do
desenvolvimento de raizes laterais das plantulas tratadas. A massa seca total das plantulas
foi pouco afetada e ndo se mostrou um bom indicador de atividade alelopatica. Extratos
aquosos na presenca de carvao ativado mantiveram parcialmente sua atividade fitotoxica.
Entre as espécies testadas B. pilosa se mostrou ser a mais sensivel em vérios pardmetros de
crescimento. O uso de solugcdes de PEG6000 de osmolaridades similares aos extratos

deixou claro que os efeitos alelopaticos observados ndo sdo de natureza osmotica.

Palavras- chave: Alelopatia, Bidens pilosa, Caryocar brasiliense, Cerrado, crescimento,
Digitaria horizontalis, Eugenia dysenterica, germinacao, Melinis minutiflora, Qualea

parviflora, Zea mays.
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Abstract -Allelopathy can be defined as a positive or negative interference that secondary
metabolites produced by one plant have on other organisms. Several Cerrado species have
shown to present allelopathic effects against the growth of other plants. Extracts from its
plant parts, as leaves and fruits, were shown to be very active against the growth of some
target species. This study aimed at: 1)investigate allelopathic effects of leaves of Cerrado
species on the germination and early growth of invasive weeds, and 2) evaluate these
effects in order to determine the most important features and the most appropriate target
species for laboratory assays. Aqueous extracts obtained from leaves of the Cerrado species
Caryocar brasiliense, Eugenia dysenterica and Qualea parviflora were tested against the
germination and initial growth of the weeds Bidens pilosa, Digitaria horizontalis, Melinis
minutiflora and the cultivated species Zea mays. The leaf extracts were prepared in
concentrations of 1, 3 and 5% (w/v). All the extracts reduced the rate of germination of the
target species, although the final number of germinated seeds was reduced only for Bidens
pilosa. Root and shoot growth were inhibited in a dose-dependent manner, being the roots
more affected than the shoots. All the extracts inhibited root hair and lateral root
differentiation, and induced necrosis on the root tips of all target species. Allelopathic
effects on root hair differentiation were difficult to measure in the small seeds of D.
horizontalis and M. nunutiflora, but it was possible in the large seeds of B. pilosa e Z
mays. Extracts of E. dysenterica were the most active in inhibiting lateral root
differentiation. The dry mass of the target species was not significantly affected by the
extracts, and this parameter was considered a bad indicator for allelopathic activity. The
presence of activated charcoal in the medium partially reduced the fitotoxicity of the
extracts. Considering the several parameters of growth and differentiation, the target
species B. prlosa showed to be the most sensitive to the extracts. Experiments conducted
with PEG6000 solutions with osmotic potential similar to the extracts made it clear that the
observed allelopathic effects of the leaf extracts on the target species come from its
toxicity, and not from its osmotic potential.

Key Words- Allelopathy, Bidens pilosa, Caryocar brasiliense, Cerrado, Digitaria
horizontalis, Eugenia dysenterica, germination, Melinis nunutiflora, Qualea parviflora,

weeds, Savana, Zea mays.
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1. Introducao

1.1 Metabdlitos secundarios em plantas

Metabodlitos secundarios sdo compostos organicos, provenientes das rotas do
metabolismo basico (anabolismo, como a construgdo de carboidratos simples, proteinas
e lipidios; e do catabolismo, como exemplo a respira¢dao) de plantas, bactérias e fungos.
O termo secundério era utilizado para denotar fungdo e valor secundario destas
substancias nos organismos, no entanto atualmente ¢ bem documentada a atividade

bioldgica essencial destas moléculas (Hadacek, 2002).

Os metabdlitos secundarios possuem fungdes de extrema importancia no
organismo vegetal, tais como: atragdo de polinizadores (pigmentos e aromas),
sinaliza¢do (feromoénios), defesa contra patdgenos (fitotoxinas e fitoalexinas),
alelopatia, defesa contra herbivoria (substancias impalataveis) e estrutura fisica (p.ex.

lignina) (Larcher, 2000; Taiz & Zeiger, 2004).

Os compostos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos
principais, os terpendides, os compostos fendlicos e os alcaldides. As rotas metabolicas
que ddo origem aos terpenoides sdo as que conduzem a formagdo de acidos graxos ¢
carboidratos via acetil coenzima A, acido mevaldnico, e isopentenilpirofosfato. Os
alcaloides sdo originados a partir do catabolismo dos aminoéacidos. Os compostos
fendlicos se originam do metabolismo do &cido chiquimico, em conjunto com a via do

acetato policetideo (Larcher, 2000).

Dentro da grande variedade de compostos secundarios que atuam mais
comumente como aleloquimicos podemos citar fendis, terpendides, alcaloides, acidos
graxos ¢ esterdides. Destes grupos os mais importantes sdo os fenois e terpendides
(Inderjit 1996).

Os metabolitos secundarios podem ser translocados de célula para célula, ou
via vasos condutores, e podem ser acumulados em estruturas especializadas tais como
vactiolos ou idioblastos. Uma vez liberados das estruturas de armazenamento os
compostos secundarios podem ser modificados por enzimas, derivadas da propria

planta, ou de microorganismos ou, ainda, do intestino de herbivoros. Essas



transformagdes enzimaticas podem implicar na ativagdo destes compostos (Hadacek,

2002).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundarios que variam em qualidade
¢ quantidade, de espécie para espécie e de um local de producdo para outro (Ferreira &
Aquila, 2000). Um grande nimero desses compostos sio produzidos, os quais sdo

estocados e posteriormente liberados no ambiente (Alves & Santos, 2002).

Os metabolitos secundarios sdo utilizados pela sociedade das formas mais
variadas, que vao desde produtos farmacoldgicos e corantes até pesticidas ou como
estruturas precursoras para a sintese de substdncias orginicas mais eficientes aos
propositos humanos. Dessa forma, plantas com atividade alelopatica possuem uma

grande importancia econdmica (Alves & Santos, 2002).

1.2 Alelopatia

A alelopatia pode ser definida como a interferéncia positiva ou negativa que
compostos do metabolismo secundario produzidos por uma planta exercem sobre outros
organismos (plantas, fungos, insetos e algas) (Lovett & Ryuntyu, 1992; Ferreira, 2004).
Praticamente todas as partes da planta podem conter compostos secundarios com
atividade alelopatica (aleloquimicos). Sua distribuicdo ndo ¢ uniforme, havendo
registros de sua ocorréncia em folhas, raizes, frutos, cascas e sementes de varias

espécies (Alves et al, 2002).

Tais substancias, eventualmente langcadas ao ambiente por lixiviagdo,
decomposicido dos tecidos vegetais ou volatilizagdo, podem ser absorvidas por outras

plantas, afetando seu padrdo de crescimento e/ou diferenciacao (Ferreira, 2004).

Esta forma de interacdo quimica entre espécies tem sido considerada um
importante mecanismo de controle do estabelecimento vegetal, tanto em ambientes
naturais, como em sistemas cultivados (Anaya, 1999; Ferreira, 2004). A alelopatia
também pode representar uma contribuicdo quimica para a adaptacao defensiva no meio
ambiente além de fazer parte da comunica¢do quimica entre as plantas (Lovett &

Ryuntyu, 1992).



A resisténcia e a tolerancia aos aleloquimicos ¢ espécie-especifica existindo
organismos mais sensiveis do que outros (Ferreira & Aquila, 2000). A eficiéncia e a¢io
dos aleloquimicos no ambiente dependem de suas concentragdes (Weidenhamer et
al,1989) e de variagdes climaticas (Souza Filho & Alves, 2002a). Por exemplo, Aires ¢
colaboradores (2005) observaram aumento do efeito inibitdrio de macerado de frutos de
Solanum lycocarpum St. Hil. sobre a germinagdo e desenvolvimento inicial de Sesamum

indicum L. nas temperaturas de 22 e 38°C, em comparacdo ao observado a 30°C.

Ambientes com déficit hidrico podem provocar efeitos alelopaticos mais
severos. Einhellig (1996) observaou que Sorghum bicolor L. sob estresse osmotico ¢
na presenca de acido ferrulico teve apresentou uma maior inibi¢do no crescimento e na

germinagao.

O o6leo essencial de folhas e sementes de Pequi, Caryocar brasiliense,
apresenta efeito inibitorio no desenvolvimento de duas espécies de fungos patogénicos
para seres humanos. Este mesmo estudo identificou maior producdo dos 6leos por parte

das plantas no periodo chuvoso (Passos efal, 2003).

Plantas sob estresse, como seca extrema ou chuvas prolongadas, podem
apresentar variacdo na producdo de aleloquimicos, embora ndo tenha sido esclarecido
ainda se o aumento na producdo dessas substancias implica em um aumento de sua

liberag@o para o meio (Souza Filho & Alves 2002a).

1.3 Mecanismos de agdo dos aleloquimicos

Os aleloquimicos podem atuar de forma direta sobre outras plantas, sendo
absorvidos sem modifica¢cdes e atuando sobre a mesma, ou de forma indireta, sofrendo
transformagdes por microorganismos presentes no solo (Ferreira 2004) ou alterando as
propriedades fisicas e quimicas do solo no local onde se encontra a planta alvo (Cheng,
1999; Inderjit & Dakshini, 1999 ; Inderjit, 2001).

Quando tratamos de interagdes inseto-planta, animal-planta e planta-patégeno
os efeitos freqiientemente sdo diretos, enquanto que em interagdes planta-planta os
efeitos sdo freqlientemente indiretos tendo em vista que os fatores ambientais, como o

solo, por exemplo, podem atuar como mediadores da agdo dos aleloquimicos (Souza



Filho & Alves, 2002b). Além disto, as substincias alelopaticas liberadas por lixiviagao,
volatilizagdo ou degradacdo do material organico, podem ser transferidas entre as
plantas doadoras e receptoras através da absor¢do pela epiderme foliar ou pela raiz

(Souza Filho & Alves, 2002b).

Espécies vegetais que normalmente coexistem desenvolvem certa resisténcia
aos aleloquimicos umas das outras, porém geralmente ndo desenvolvem essa resisténcia
com substancias provenientes de espécies com as quais ndo coexistem (Bais ef al,
2003; Fitter, 2003; Hierro, 2003). A menor resisténcia de algumas espécies as
substancias introduzidas no meio sugere uma explicagdo para o alto grau de sucesso de
plantas invasoras, € o menor ou nenhum efeito das mesmas sobre espécies de seus
ecossistemas de origem (Bais ef al, 2003; Hierro, 2003). Efeitos de espécies invasoras
tendem a serem prejudiciais e provocam decréscimo de produtividade em sistemas
agricolas (Ferreira & Aquila 2000). Por outro lado, estas observacdes permitem
especular que, se existe um interesse em buscar por moléculas de agdo no
desenvolvimento de determinadas plantas, o mais apropriado seria procura-las em

espécies que ndo tenham historico de coexisténcia com estas.

Estudos de efeitos alelopaticos muitas vezes se referem aos efeitos facilmente
observados, tais como germinag¢do inibida ou atrasada, estimulo ou inibicdo do
desenvolvimento inicial e necrose de tecidos em plantulas. No entanto, esses efeitos sdo
meramente secundarios e possivelmente sdo resultados de alteragdes primarias em nivel
celular e molecular (Ferreira, 2004; Lovett & Ryuntyu, 1992). Por exemplo, os
compostos fendlicos possuem acdo conhecida nas membranas celulares, afetando sua
permeabilidade seletiva, o que leva a alteracdes no fluxo de ions e condugdo de agua e

nutrientes através das raizes (Einhelig, 2004).

O modo de acdo de alguns terpenodides também vem sendo bastante estudado.
O monoterpeno 1,4 cineole ¢ um potente inibidor de asparagina sintetase, enzima
essencial no anabolismo e a dehidrozaluzanina (lactona) possui uma acdo citotdxica

genérica, causando ruptura da membrana plasmatica (Duke & Oliva, 2004).

Plantulas de gergelim submetidas a extratos aquosos de folhas de S
lycocarpum apresentaram mudancas morfologicas nas partes radiculares e aéreas, e
estudos protedmicos mostram que essas alteragoes estdo ligadas a atuagdo dos extratos

na sintese protéica (Jeronimo et al, 2005).



Pires e colaboradores (2001a) constataram que o extrato de Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit.) Leucena — Leguminosae, provoca a diminuicdo do
crescimento da parte radicular e redugdo do indice mitotico em plantulas de milho,
sendo estes efeitos dose-dependentes. Além disso, os testes revelaram um aumento da
atividade da peroxidase e espessamento das raizes nas concentragdes mais elevadas do
extrato. Esta planta produz um aminoécido ndo protéico, a mimosina, bastante toxico

(Rizvi & Rizvi, 1992)

1.4 Alelopatia no Cerrado

O bioma Cerrado é segundo maior bioma brasileiro cobrindo cerca de 2
milhdes de km® e ¢ composto por variadas fitofisionomias, que vdo desde ambientes
campestres até florestais (Ribeiro & Walter 1998). O Cerrado sofre com a acao do fogo,
apresenta baixa disponibilidade de nutrientes e estd exposto ao déficit hidrico sazonal.
Essas caracteristicas agravam a competi¢do no que diz respeito ao estabelecimento das
espécies vegetais e fazem deste bioma uma importante fonte de estudo do ponto de vista

alelopatico (Oliveira, 2003).

Estudos recentes conduzidos com espécies do Cerrado t€ém mostrado que
extratos aquosos de partes das plantas, como frutos e folhas, apresentam agdo
alelopatica no desenvolvimento de espécies alvo (Borghetti & Pessoa 1997; Gatti ef a/,
2004; Periotto et al, 2004; Oliveira et al, 2004a; Aires et al, 2005; Borghetti ef al.,
2005).

Extratos aquosos de folhas e frutos de S /ycocarpum apresentaram efeito
inibitdrio na germinagdo e desenvolvimento inicial de gergelim tanto em substrato papel
de filtro (Oliveira ef al., 2004a,b) como em substrato solo (Aires et al, 2005). Em
estudo recente, mostraram que extratos aquosos das folhas de Eugenia dysenterica DC.
Qualea parviflora Mart., Campomanesia adamantinum Camb.e Trembleya parviflora
(D. Don) Cogn. na concentracdo de 1% reduziram em mais de 50% o crescimento
radicular e induziram o desenvolvimento de raizes laterais de plantulas de gergelim

(Borghetti et al, 2005)

Gatti e colaboradores (2004) constataram efeitos inibitorios de extratos

aquosos de diversas partes da planta de Aristolochia esperazae O. Kuntze sobre a
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germinagdo de alface e rabanete. Em Andira humillis Mart. ex. Benth foi observado que
extratos aquosos de caule ndo apresentaram efeitos sobre as espécies acima citadas. No
entanto, extratos das folhas atuaram de forma inibitéria na germinagdo ¢

desenvolvimento inicial das plantas testes (Periotto ef al, 2004).

Alves e colaboradores (2000) testaram a atividade dos extratos de sessenta
espécies Nativas do Cerrado na proliferagdo de fungos, bactérias e moluscos ¢
constaram que 70% destas, incluindo as espécies estudadas neste trabalho apresentaram
efeitos inibitorios.Estes resultados mostram o potencial de espécies do Cerrado como
fontes de substancias quimicas, abrindo frentes de estudo tanto sobre os efeitos
alelopaticos em nivel molecular (Jeronimo ef al, 2005), como em nivel de relagdes

ecofisiologicas e em sistemas agricolas.

1.5 Alelopatia em agroecossistemas

A produtividade agricola, em areas de cultivo temporario ou permanente, bem
como ambientes agroflorestais, é rotineiramente influenciada pela alelopatia. Sejam os
aleloquimicos provenientes de plantas cultivadas, dos microorganismos envolvidos nos

processos de decomposigdo ou das plantas invasoras (Souza Filho 2002).

As interacdes em sistemas agricolas podem ocorrer entre as diferentes
culturas, entre estas e as plantas invasoras. Os aleloquimicos sdo langados nestes
sistemas principalmente pelos residuos deixados no solo apods a colheita. Sendo
manipulados corretamente, estes residuos apresentam uma alternativa no manejo de
invasoras e controle de pestes (Singh et al, 2004; Souza Filho, 2002). A rotacdo de
culturas tem se mostrado uma forma de otimizar as interagdes alelopaticas de interesse.
A escolha do plantio seqiiencial de certas espécies de plantas em condi¢des ambientais
pode levar a supressdo de invasoras e insetos ¢ ainda evitar o declinio da produtividade

(Mamolos & Kalburji, 2001).

1.6 Plantas invasoras e alelopatia

Planta invasora ou daninha ¢ qualquer vegetal que cresce onde ndo ¢é desejado,

e quando crescem juntamente com as culturas agricolas interferem em seu
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desenvolvimento, competem pela extracdo de agua e nutrientes ou exercem inibigdo

quimica através da alelopatia sobre o desenvolvimento das plantas (Lorenzi, 2000a).

Muitas plantas invasoras possuem indicios de atividade alelopatica, mas
devido a problemas metodologicos existe grande dificuldade de se realizar estudos de
forma a compreender completamente o papel da alelopatia em sistemas agricolas. Na
pratica os efeitos alelopaticos ndo podem ser diferenciados da competicdo e em ambos
os casos o resultado ¢ um decréscimo da produgdo (Tranel, 2003). As perdas em
culturas agricolas causadas pela interferéncia de plantas invasoras no Brasil sdo
estimadas em torno de 20 a 30%. Além da redugdo quantitativa, a produgdo pode ser
prejudicada pela contaminagdo com sementes e restos de plantas daninhas (Lorenzi,

2000b).

Espécies como Bidens pilosa L., o picao preto, possuem ampla distribuigdo
geografica e sdo infestantes de lavouras anuais e perenes. Uma unica planta de Bidens é
capaz de produzir de 3000 a 6000 sementes, garantindo varias geragdes ao ano (Lorenzi,
2000a). Estudos mostraram que extratos de Leucaena leucocephala inibem a

germinagdo e desenvolvimento do picdo preto (Pires ef a/, 2001b)

A utilizacdo de aleloquimicos como herbicidas estd sendo largamente
estudada, e algumas substancias alelopaticas apresentam atividade comparavel aos
herbicidas comerciais, e persistem no ambiente menos tempo, provavelmente devido a
acdo de microorganismos (Reigosa ef al, 2001). Os aleloquimicos responsaveis por
inibir o crescimento ¢ desenvolvimento de outras plantas e organismos podem ser

isolados, identificados ¢ usados como pesticidas naturais (Weidenhamer, 1996)

1.7 Bioensaios

A maioria dos ensaios de laboratorio ¢ desenhado visando obter resultados
rapidos sob condi¢des controladas (Inderjit & Weston, 2000). A germinagdo das
sementes ¢ um parametro freqlientemente avaliado em estudos alelopaticos, devido a
sua facil quantificacdo e resposta tudo ou nada, germina ou ndo germina (Ferreira &
Aquila, 2000; Inderjit e Dakshini, 1995). Outro critério facilmente avaliado na

germinagdo é o efeito do aleloquimico sobre a velocidade de germinacdo (Ferreira,



2004). Contudo, a germinagdo ndo ¢ tdo sensivel quanto o desenvolvimento inicial

(Inderjit & Dakshini, 1995; Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004).

A massa seca da raiz e parte aérea, o comprimento das plantulas e radiculas e a
presencga de pélos absorventes sdo pardmetros bastante usados para se avaliar o efeito

alelopatico sobre o crescimento (Ferreira & Aquila, 2000).

Algumas espécies como Lactuca sativa L. (alface), Lycopersicum esculentum
Mill. (tomate) sdo mais sensiveis a aleloquimicos que outras, sendo mais utilizadas em
bioensaios (Ferreira & Aquila, 2000). Sementes de gergelim (Sesamum indicum L.)
vém sendo utilizadas em bioensaios (Oliveira et al, 2004a,b; Aires et al, 2005,
Jeronimo, 2006) por apresentarem comportamento germinativo conhecido, alta
velocidade de germinagdo, facil aquisicdo e germinagdo em uma ampla faixa de

temperatura (Carvalho efal, 2001).

O uso de sementes nativas como espécies alvo em bioensaios alelopaticos é
extremamente raro devido a época restrita de dispersdo, baixa durabilidade e por
poderem apresentarem dorméncias diversas (Ferreira & Aquila 2000). Por outro lado, a
utilizacdo de espécies invasoras como alvo em bioensaios ¢ relativamente comum, no
intuito de estabelecer novas formas de manejo e controle (Pires ef a/, 2001a; Batish et

al,2002; Bais et al, 2003).

Vale destacar que em estudos que visam testar o efeito de extratos vegetais, é
necessario descartar os efeitos osmodticos dos mesmos, que poderiam influenciar os
bioensaios mascarando os possiveis efeitos alelopaticos (Astarita ef a/.,1996). Para isso
¢ preciso realizar a medida do potencial osmotico dos extratos e utilizar uma substancia
osmoticamente ativa, que ndo possua efeito alelopatico e que ndo seja absorvida pelo

protoplasto, como controle do efeito osmdtico dos extratos (Mird efal., 1998).



2. Justificativa

As propriedades alelopaticas das espécies nativas t€ém ganhado cada vez mais
atengdo, tanto por estarem envolvidas nas interacdes entre organismos na vegetagdo
nativa, como em sistemas de produtividade (Souza Filho & Alves, 2002a; Ferreira,
2004). Sabe-se que a alelopatia participa nas interagdes entre espécies em sistemas de
rotagdo de cultura e agroflorestais, assim como no potencial invasivo apresentado por
diversas espécies exoticas como Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf., o
braquiardo (Souza Filho & Alves, 2002a). Em contrapartida, o conhecimento dessas
interacdes ¢ das substancias quimicas envolvidas abre perspectivas para aproveitamento
de tais aleloquimicos para o desenvolvimento de novos produtos, como agroquimicos e
bioherbicidas (Anaya, 1999; Souza Filho & Alves, 2002a; Ferreira, 2004). Assim, o0s
bioensaios em laboratério sdo muito importantes em estudos de alelopatia, pois
permitem minimizar interferéncias de outros fatores, como disponibilidade de agua e
luz, através de desenhos experimentais controlados (Inderjit & Dakshini, 1995), e
fornecem uma primeira aproximagdo na busca de novos produtos para o controle do

desenvolvimento de determinadas espécies.

Em vista destas observagdes, investigar o potencial alelopatico de espécies
nativas sobre a germinagdo e¢ o desenvolvimento inicial de espécies invasoras sob
condi¢cdes controladas ¢ uma maneira adequada e importante de buscar novas
substancias de potencial interesse economico. Entre as possibilidades estd a descoberta
de aleloquimicos com potencial para desenvolvimento de produtos a serem utilizados no
manejo de invasoras e o melhoramento genético de espécies cultivadas, oferecendo
resisténcia aos aleloquimicos ou mecanismos de producdo destes pelas mesmas. O
estudo das espécies invasoras como possiveis modelos em futuros estudos alelopaticos

também se mostra de suma importancia, para auxiliar futuramente em seu controle.



3. Objetivos

1) Verificar a atividade alelopatica de extratos aquosos de folhas de Qualea
parviflora (Pau-terrinha, Vochysiaceae), Caryocar brasiliense (Pequi, Caryocaraceae) e
Eugenia dysenterica (Cagaita, Myrtaceae) em substrato papel de filtro, na germinagdo e
no desenvolvimento inicial das espécies invasoras Bidens pilosa L. (Picdo-preto,
Asteraceae), Digitaria horizontalis Willd. (Capim colchdo, Poaceae), Melinis
minutiflora P. Beauv. (Capim gordura, Poaceae), e da espécie cultivada Zea mays L. (

Milho, Poaceae).

2) Quantificar ¢ avaliar os efeitos da acdo alelopatica nas espécies modelo
visando determinar pardmetros do crescimento mais indicados e espécies-alvo mais

adequadas para uso em ensaios de laboratorio.
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4. Metodologia

4.1 Espécies alelopaticas

Folhas maduras de Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae), Eugenia
dysenterica DC. (Myrtaceae) e Qualea parviflora Mart. (Vochysiaceae) foram coletadas
aleatoriamente em 4areas de vegetagdo natural proximas ao Laboratorio de

Termobiologia, no campus da Universidade de Brasilia (UnB).

As espécies selecionadas sdo de ocorréncia comum no Cerrado, ocorrem
principalmente em cerrado de sentido restrito, campo cerrado e cerraddo. Sdo arvores
deciduas com copas densas e produzem grande quantidade de folhas (Silva Junior,
2006). Essas espécies apresentam atividade alelopatica sobre o desenvolvimento inicial
de espécies cultivadas em substrato papel e solo (Borghetti ef a/, 2005) e doravante

serdo tratadas como “espécies alelopaticas”.

Para espécie C. brasiliense foram utilizadas folhas entre 12 ¢ 17 cm, para Q.
parvitloras as folhas mediam entre 7 ¢ 10 cm ¢ entre 8 ¢ 10 cm de comprimento para F.

dysenterica. Foram utilizadas trés matrizes para cada espécie.

4.2 Espécies Alvo

Sementes maduras de Bidens pilosa foram coletadas na Estacdo Experimental
da UnB em Junho de 2006 e armazenadas em sacos de papel para posterior uso.
Sementes de Melinis minutiflora foram coletadas no Parque Nacional de Brasilia, e na
reserva Ecologica do IBGE em 2005. Sementes de Digitaria horizontalis foram
adquiridas comercialmente através da empresa Agro Cosmos. Sementes de Zea mays
(milho) variedade Bandeirante foram adquiridas em mercado local. Doravante essas

espécies serdo tratadas como espécies alvo.

As sementes de M. minutiflora e D. horizontalis foram separadas em soprador
no Laboratorio de Sementes da UnB (FAV), para a retirada de sementes vazias das

amostras.
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Antes da utilizag@o, as sementes de Zea mays ¢ Bidens pilosa foram testadas
quanto a viabilidade com uma solu¢@o de Tetrazdlio 1% (Pina-Rodrigues ef a/, 2004)
com quatro repeticoes de 100 sementes para cada espécie. As sementes de M
minutiflora e D. horizontalis, por serem muito pequenas, tiveram a sua viabilidade
verificada com um teste de germinag@o simples em camara de germinacdo a 30° C com
as mesmas repeticoes de 100 sementes. D. horizontalis e M. minutiflora, apresentaram
respectivamente 60 e 91% de sementes viaveis. Para Bidens pilosa a viabilidade foi em

torno de 90% e para Zea mays aproximadamente 97%.

4.3 Obtengdo dos extratos aquosos

As folhas expandidas e maduras das espécies alelopaticas foram coletadas ao
acaso de trés individuos por espécie, foram secas em estufa a 50° C por 24 horas e
depois moidas com o auxilio de um liquidificador. Apds isso, 5g do triturado de folhas
foram adicionados a agua destilada, ¢ o volume foi completado para 100ml, a fim de se
obter uma solu¢do com concentragdo 5% (p/v). A soluc@o foi armazenada em geladeira
por 24h a uma temperatura de 6 °C. Apos esse periodo, o material foi filtrado através de
um funil com uma folha de papel de filtro com o auxilio de uma bomba a vacuo. A

partir do filtrado, diluiu-se a solug¢do para as concentragdes de 1% e 3%.

As solucdes na concentracdo de 5% tiveram sua osmolaridade medida em
osmdmetro de vapor de pressdo (Modelo 5240, Wescor). Em seguida foram preparadas
solu¢des de Polietileno Glicol 6000 (PEG600- VETEC) na mesma osmolaridade dos
extratos (Oliveira, 2003), para se obter um controle do efeito osmdtico na germinacdo e

crescimento das espécies alvo em estudo.

4.4 Obtengdo das solugdes de PEG 6000

Os extratos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia
dysenterica a 5% apresentaram as osmolaridades de 32,4mmmol/kg e 35mmol/kg e
23mmol/kg respectivamente (média de cinco medidas). Para efeitos deste estudo as
osmolaridades de 32,4 e 35mmol/kg foram agrupadas e¢ os ensaios com PEG 6000

foram realizados com solugdes osmoticas de 23 e 35mmol/kg (-0,057 e -0,088MPa
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respectivamente, em termos de pressdo osmotica) seguindo o mesmo delineamento
experimental dos ensaios de crescimento. Inicialmente foram preparadas solugdes de
PEG em agua deionizada, nas concentragdes de 23mmmol/kg e 35mmol/kg, seguindo
procedimento analitico. No entanto, ao serem medidas no osmdmetro, as mesmas nao
atingiram a concentracao desejada. Essa diferenca pode ter ocorrido devido a variacao
no peso molecular do reagente que pode ir de 5400 a 6600g/mol (Comunicagdo pessoal,
Vetec Quimica). O problema foi sanado com adigdo gradual de PEG6000 em agua

deionizada até que se atingissem as osmolaridades desejadas.

4.5 Experimentos de germinagio

Sementes das espécies alvo foram colocadas nas placas de cultura (30 por
placa, cinco placas por tratamento) com duas folhas papel filtro. As placas foram
umedecidas com Sml de extrato nas diversas concentragdes, ou Sml de dgua (tratamento
controle), ou com 5ml das solugdes de PEG 6000 (Figura 1), e colocadas em camaras de

germinagdo 30°C com fotoperiodo de 12 horas (luz branca).

Espécie Alvo

5ml de extrato:

(oo oo Yoo Koo Kso) 3%
C. brasiliense

E.dysenterica, 3%
ou PEG 23 1/k;
. mmo
Q. parviflora .
PEG 35mmol/kg

Figura 1. Delineamento experimental para os ensaios de germinacdo.Cada
seqiiéncia de circulos coloridos representa um dos tratamentos (Controle com
agua; extratos 1, 3 e 5%; e solu¢des de PEG 6000 em duas concentragdes.
Total de 150 sementes por tratamento.
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As sementes germinadas foram contabilizadas em um intervalo de horas fixo
que variou de espécie para espécie (de 12 em 12h para Zea mays e Melinis minutiflora e
de 24 em 24h para Bidens pilosa e Digitaria horizontalis), de acordo com sua
velocidade de germinagdo. As sementes germinadas foram retiradas das placas. Os
experimentos estenderam-se por 12 dias para todas as espécies exceto para Zea mays.
em que durou quatro dias. O critério utilizado para contabilizar a germinagdo foi a

emergéncia e curvatura geotropica da radicula (Labouriau, 1983).

O tempo foi calculado baseado na média ponderada dos tempos de germinacao

(Borghetti & Ferreira, 2004).

4.6 Experimentos de crescimento

Para os experimentos de crescimento, sementes das espécies alvo foram
germinadas a 30° C, selecionadas por uniformidade de tamanho de radicula, e
acondicionadas em placas de petri com duas folhas de papel de filtro, 10 sementes por
placa, cinco placas por tratamento, totalizando 30 sementes por tratamento para cada
espécie alvo. As placas foram umedecidas com 10ml de extrato nas concentragdes de 1,
3 e 5% ou 10ml de agua destilada (tratamento controle) e colocadas em camaras de

germinagdo a 30°C com fotoperiodo de 12 horas (Figura 2).

Como forma adicional de controle foram montados mais dois tratamentos com
extratos nas concentracdes de 3 ¢ 5% com a adigdo de 1,5g de carvdo ativado por placa.
Os tratamentos por carvao tiveram por objetivo isolar as interferéncias quimicas
causadas pelos extratos de outras interferéncias. Apos cinco dias de crescimento, foram
medidos o comprimento das parte aérea e da radicula principal com auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo, precisdao de 0,05 mm). Além disso, foi feita uma analise
morfolégica da raiz, quanto ao niimero de raizes secunddrias, presenca de pélos
radiculares e necroses. Apds as medidas, as plantulas foram separadas em parte aéreas e
radiculares, pesadas, e colocadas na estufa a 50°C por 24h para a obtencdo da massa

s€ca.

Estes procedimentos foram realizados para todas as espécies-alvo sob o efeito

de cada espécie alelopatica, totalizando trés experimentos por espécie-alvo.
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Espécie Alvo

10ml de extrato:
E.dysenterica, 0 39,

C. brasiliense
ou
BOOOOR
SO O

Q. parviflora
Figura 2. Delineamento experimental para os ensaios de crescimento. Cada
seqiiéncia de circulos coloridos representa um dos tratamentos (Controle
com agua; extratos 1, 3 e 5%; e extratos a 3 ¢ 5% com adi¢do de carvao
ativado). Total de 50 sementes por tratamento.

4.7 Andlise estatistica

Os dados foram organizados em planilhas e analisados no programa estatistico
Biostat 2.0, com andlises de varidncia ndo paramétricas. O teste realizado foi Kruskall-

Wallis a= 0,05.

Nao foram realizados testes paramétricos devido as variancias dos dados que
eram muito grandes, dessa forma as premissas necessarias para este tipo de testes nao

foram atingidas. Transformagdes também ndo foram eficazes.
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5. Resultados

5.1 Germinagio

5.1.1 Digitaria horizontalis

A germinacdo desta espécie foi contabilizada a cada 24 horas durante doze
dias. Os trés extratos nas concentragdes de 3 e 5% provocaram um aumento no tempo
médio de germinagdo (Tabela 1). O extrato de Caryocar brasiliense a 5% foi o que

causou maior atraso no tempo médio.

A espécie, de forma geral, apresentou uma germinabilidade baixa, entre 40 ¢
60%. No entanto ndo foi afetada significativamente por nenhum dos extratos em
nenhuma das concentragdes. Tanto a germinabilidade quanto o tempo médio ndo foram
afetados pelos tratamentos com PEG 6000 indicando a auséncia de um possivel efeito

osmotico causado pelos extratos (Tabela 2).

Tabela 1. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia
dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na germinabilidade (G), no tempo médio t (h) e no
desvio padrao do tempo médio (S) de sementes de Digitaria horizontalis em substrato papel

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Concentragéo G% t(h) S(h) G% t(h) S(h) G% t(h) S(h)
Ctrl 59.33a  63.08a* 11.35 59.33a 63.08a* 11.35 59.33a  63.08a* 11.35
1% 42.66% 76.03ab 13.80 54.00a 74.14ab 14.93 60.00a 69.76ab 8.42
3% 47.332  92.97bc 12.68 44.00a 83.01bc 10.58 48.66a 84.35bc 14.31
5% 48.66% 124.11c = 22.93 40.00a 103.80c 17.59 53.33a 115.42¢c 19.55

*Letras diferentes representam diferencas significativas em relag@o as diferentes concentragdes de um mesmo extrato e o
controle no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes/tratamento). Os extratos ndo foram comparados entre si.

Tabela 2. Germinabilidade (G), tempo médio (t) e desvio padrao do tempo médio (S)
de sementes de capim colchdo (Digitaria horizontalis) incubadas por 12 dias
a 30° C com fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG 6000 a 23 e
35mmol/kg e em dgua (ctrl)

G% t(h) S(h)
Ctrl 59.33a* 63.08a 11.35
PEG 23 59.33a 69.39a 11.32
PEG 35 54.00a 60.57a 10.87

*Letras diferentes representam diferengas significativas em relagdo as diferentes concentragdes
de PEG 6000 e o controle no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes /tratamento). Os
extratos ndo foram comparados entre si.
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Na figura 3 pode-se observar o comportamento das sementes no decorrer do
experimento. Apesar da germinabilidade ndo ter sido afetada pelos extratos, pode-se
notar que as concentragdes mais altas de extrato provocaram um atraso no pico de
germinagdo e para o extrato de £. dysenterica na concentragdo de 5% pode-se observar
ainda dois picos de germinagdo distintos. Os tratamentos com PEG 6000 apresentaram

comportamento similar ao controle.
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Figura 3. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense,
Qualea parviflora e Eugenia dysenterica nas concentragdes de 1, 3
e 5% na distribuicdo temporal da germinacdo de sementes de
Digitaria horizontalis. (n=150 sementes por tratamento/extrato).
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5.1.2 Bidens pilosa

A germinacdo desta espécie foi contabilizada a cada 24 horas durante doze
dias. Os trés extratos nas concentragdes de 3 e 5% provocaram um aumento no tempo
médio de germinagdo. O extrato de folhas de Caryocar brasiliense a 5% foi o que mais

atrasou o tempo médio de germinagdo (Tabela 3).

Ao contrario do que ocorreu em D. horizontalis a germinabilidade foi afetada
significativamente pelos extratos de C. brasiliense e Q. parviflora nas concentragdes de
3 ¢ 5%, no entanto, o extrato de E. dysenterica sé foi efetivo em inibir a germinagdo na
concentracdo de 5%. Tanto a germinabilidade quanto o tempo médio ndo foram
afetados pelos tratamentos com PEG 6000 indicando a auséncia de um possivel efeito

osmotico causado pelos extratos (Tabela 4)

Tabela 3. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia
dysenterica nas concentracdes de 1, 3 e 5% na germinabilidade (G), no tempo médio t (h) e no
desvio padrao do tempo médio (S) de sementes de Bidens pilosa em substrato papel.

Caryocar brasifiense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Concentragéo G% t(h) S(h) G% t(h) S(h) G% t(h) S(h)
Ctrl 92.00a* 133.74a 18.71 92.00a* 133.74a 18.71 92.00a* 133.74a 18.71
1% 78.00ab  134.19a 19.32 70.00ab 142.27ab 5.35 82.00a 126.12ab 9.51
3% 65.33bc  171.86ab 19.58 40.00bc 175.71bc  11.50 80.00a 155.80bc 8.16
5% 42.00c 219.63b 14.22 25.33c  207.68c 34.15 62.00b 186.29¢ 18.35

*Letras diferentes representam diferengas significativas em relagao as diferentes concentragdes de um mesmo extrato e o controle
no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes /tratamento). Os extratos ndo foram comparados entre si.

Tabela 4. Germinabilidade (G), tempo médio (t) e desvio padrdo do tempo médio (S)
de sementes de picdo preto (Bidens pilosa) incubadas por 12 dias a 30° C
com fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG 6000 a 23 e 35mmol/kg e em

agua (ctrl).
G% t(h) S(h)
Ctrl 92.00a 133.74a 18.71
PEG 23 86.00a 123.83a 6.78
PEG 35 77.33a 139.99a 6.73

*Letras diferentes representam diferengas significativas em relagdo as diferentes concentragdes
de PEG 6000 e o controle no teste de Kruskal-Wallis, P <0,05 (n=150 sementes /tratamento).
Os extratos nao foram comparados entre si.
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A figura 4 mostra a distribuicdo temporal da germinagdo. Para Bidens pilosa ¢
possivel observar nas concentragdes mais baixas de extrato ¢ na concentragdo mais alta
de PEG 6000 uma germinagdo mais espalhada no tempo, onde os picos nos tratamentos
controle sdo mais proximos de platds. Nos trés extratos, especialmente no de

C.brasiliense nota-se o deslocamento dos picos de germinagdo nas concentragdes de 3 e
5%.

20



Caryocar brasiliense

@ —o— Ctrl

E —a— PEG 23
g —a—PEG 35
3 —%—Peq 1%
.% —%— Peq 3%
qE’ —e— Peq 5%
n

Tempo (horas)

Qualea parviflora

—o— Ctrl

—=— PEG 23
—A— PEG 35
—%—Qua 1%
—¥%— Qual 3%

—o— Qual 5%

Sementes germinadas

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (horas)

Eugenia Dysenterica

60 -

50
3 —e—Ctrl
°
g 40 4 —=— PEG 23
E —4—PEG35
S 30 - .
> —x—Eug 1%
(]
% 20 A —¥— Eug 3%
g —e— Eug 5%
w

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (horas)

Figura 4. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea
parviflora e Eugenia dysenterica nas concentracdes de 1, 3 e 5% na
distribuigdo temporal da germinagdo de sementes de Bidens pilosa (n=150
sementes por tratamento/extrato).
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5.1.3 Melinis minutiflora

A germinacdo desta espécie foi contabilizada a cada 12 horas durante doze
dias. Os trés extratos nas concentragdes de 3 e 5% provocaram um aumento no tempo
médio de germinagdo (Tabela 5). Assim como ocorreu nas demais espécies alvo, o

extrato de Caryocar brasiliense a 5% foi o que causou maior atraso no tempo médio.

A germinabilidade s6 foi reduzida de forma significativa pelo extrato de Q.
parviflora a 5%. Tanto a germinabilidade quanto o tempo médio ndo foram afetados
pelos tratamentos com PEG 6000 indicando a auséncia de um possivel efeito osmotico

causado pelos extratos (Tabela 6).

Tabela 5. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia
dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na germinabilidade (G), no tempo médio (t) e no

desvio padrdo do tempo médio (S) de sementes de capim gordura (Melinis minutiflora) em
substrato papel.

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Concentracdo  G% t(h) S(h) G% t(h) S(h) G% t(h) S(h)
Ctrl 89.33a* 71.73a 7.47 89.33a* 71.73a 7.47 89.33a* 71.73a 7.47
1% 80.00a  79.00a 12.31 86.00a 84.77a 9.80 89.00a 72.24a 3.15
3% 82.66a 112.85b 17.42 74.00ab 120.21b  12.44 81.33a  95.92b 17.01
5% 64.00a 163.53b  16.61 58.00b 122.44b  11.51 90.00a 104.40b  6.34

*Letras diferentes representam diferencas significativas em relacao as diferentes concentragdes de um mesmo extrato e o controle
no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes /tratamento). Os extratos ndo foram comparados entre si.

Tabela 6. Germinabilidade (G), tempo médio (t) e desvio padrdo do tempo médio (S)
de sementes de capim gordura (Melinis minutiflora) incubadas por 12 dias a

30° C com fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG 6000 a 23 e 35mmol/kg
e em agua (ctrl).

G% t(h) S(h)
Ctrl 89.33a 71.73a  7.47
PEG23 8200a 76.54a  13.49
PEG35 86.00a 66.64a  6.87

*Letras diferentes representam diferengas significativas em relagdo as diferentes concentragdes
de PEG 6000 e o controle (Ctrl) no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes
/tratamento). Os extratos ndo foram comparados entre si.
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Na figura 5 ¢ mostrada a distribuicdo temporal das sementes germinadas.
Observa-se que nas concentracdes mais baixas dos extratos e nos tratamentos de PEG
6000 um comportamento semelhante ao do controle com agua. Os trés extratos
provocaram uma germinagdo mais espalhada ao longo do tempo, e para o extrato de Q.
parviflora isso ocorreu inclusive na concentragdo mais baixa. O extrato de E.
dysenterica provocou um segundo pico de germinacao nas concentracdes de 3 e 5%, de

forma semelhante ao que ocorreu para Bidens pilosa.
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Figura 5. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea
parviflora e Eugenia dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na
distribuigdo temporal da germinacdo de sementes de Melinis minutiflora
(n=150 sementes por tratamento/extrato).
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5.1.4 Zea ma

A germinac@o para esta espécie foi contabilizada a cada 12 horas durante 4
dias. Os trés extratos nas concentragdes de 3 e 5% provocaram um aumento no tempo
médio de germinagdo (Tabela 7). Embora o aumento tenha sido estatisticamente
significativo, na pratica a diferenga maxima em relagdo ao controle foi de quatro horas

para o extrato de C. brasiliense a 5%.

A germinabilidade ndo foi afetada por nenhum dos extratos, embora um
pequeno incremento, ndo significativo, na germinacdo das sementes expostas aos
extratos tenha sido observado. Em relagdo aos tratamentos com PEG 6000 a

germinabilidade ndo apresentou alteragdes.

O tempo médio de germinagdo foi afetado por ambas as solugdes de PEG 6000
(Tabela 8).

Tabela 7. Efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia
dysenterica nas concentragdes de 1, 3 e 5% na germinabilidade (G), no tempo médio (t) e no
desvio padrao do tempo médio (S) de sementes de Zea mays em substrato papel

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Concentragéo G% t(h) S(h) G% t(h) S(h) G% t(h) S(h)
Ctrl 91.33a* 35.12a 0.94 91.33a* 35.12a 0.94 91.33a* 35.12a 0.94
1% 97.33a 35.66a 1.41 93.33a 35.01a 1.62 93.33a 36.68ab 1.01
3% 96.66a 37.00ab 0.95 98.00a 37.54b 1.10 98.00a 37.81b 1.57
5% 94.00a 39.65b 1.76 98.00a 38.45b 1.26 97.33a 38.39b 1.15

*Letras diferentes representam diferengas significativas em relagdo as diferentes concentragdes de um mesmo extrato € o
controle no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes /tratamento). Os extratos ndo foram comparados entre si.

Tabela 8. Tempo médio (t) desvio padrio do tempo médio e germinabilidade de
sementes de Milho (Zea mays) incubadas por 12 dias a 30° C com
fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG 6000 a 23 e 35mmol/kg e em dgua
(ctrl).

G% t(h) S(h)
Ctrl 91.33a 35.12a 0.94
PEG 23 97.33a  40.60b 2.10
PEG 35 96.66a 40.83b 1.41
*Letras diferentes representam diferengas significativas em relagdo as diferentes concentragdes

de PEG 6000 e o controle no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=150 sementes /tratamento). Os
extratos ndo foram comparados entre si.

A figura 6 mostra a distribui¢do temporal das sementes germinadas. E possivel
observar que a distribui¢do temporal da germinag¢d@o nos tratamentos ¢ similar ao

controle e ndo apresenta nenhuma diferenga efetiva.
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5.2 Ensaios de crescimento

5.2.1 Digitaria horizontalis

O crescimento radicular foi inibido pelos extratos das trés espécies
alelopaticas em estudo, com as concentra¢des de 3 e 5% apresentando maior inibigdo
(Figura 7). No entanto o crescimento aéreo sO apresentou reducdo significativa nas

plantulas submetidas ao extrato de Q. parviflora a 5%.

Para os extratos de C. brasiliense e Q. parviflora a adi¢do de carvao ativado
causou uma redugdo da fitoxicidade apresentada nos extratos aquosos, embora ndo
tenha reduzido a inibi¢do do crescimento completamente. O crescimento aéreo foi
promovido pelos extratos aquosos de Caryocar brasiliense quando adicionados com
carvdo ativado, mas foi inibido em extratos de Qualea parviflora com carvdao. Nos
extratos de folhas de Eugenia dysenterica a adi¢do do carvao aumentou a inibicdo do

crescimento radicular e ndo interferiu no crescimento aéreo.
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Figura 7. Comprimento médio de plantulas de capim-colchdo (Digitaria horizontalis)
incubadas por cinco dias a 30° C e fotoperiodo de 12h em diferentes concentragdes
de extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia
dysenterica, em agua (controle) e nos tratamentos com adi¢cdo de carvdo ativado.
Barras representam o desvio padréo.

*Letras diferentes representam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P< 0,05 (n=50
plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas separadamente.
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Na Tabela 9 sdo mostrados os efeitos dos extratos sobre as caracteristicas
morfoldgicas das radiculas das plantulas de D. horizontalis. As plantulas, quando
submetidas aos trés extratos ndo apresentaram pélos radiculares ou apresentavam em
baixa quantidade,porém quando submetidas aos tratamentos com carvao ativado tiveram

um aumento significativo na presenga de pélos.

Uma das mudancas morfologicas observadas nas raizes em resposta a
aplicagdo dos extratos foi o escurecimento dos tecidos e a (suposta) formacdo de
necroses. Os trés extratos apresentaram um aumento significativo das necroses nas
concentracdes mais altas, sendo que o nimero de plantulas submetidas ao extrato de E.

dysenterica que possuiam necrose chegou a 100%.

O niimero médio de raizes laterais por plantula sofreu um pequeno incremento
na concentragdo de 1% dos extratos de Q. parviflora e C. brasiliense, mas foi pouco
alterado pelas concentragdes mais altas destes extratos. O extrato de E. dysenterica

causou redugdes significativas nas concentragdes mais altas.

Tabela 9. Porcentagem de plantulas com pélos radiculares e necroses, e quantidade média de

raizes

laterais por radicula em plantulas de capim-colchdo (Digitaria horizontalis) incubadas por

cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h, em diferentes concentragdes de extrato de
de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica.

folhas

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Pélos Necroses Raizes Pélos Necroses Raizes Pélos Necroses Raizes
Radiculares laterais Radiculares laterais Radiculares laterais

Controle 0%a** 0%a 0,50 £0,73a* 2%a 0%a 0,54+0,93a 2%a 0%a 2,16£1,28a
Extrato 1% 0%a 10%a 1,24 £1,11b 2%a 0%a 1,20+1,41b 0%a 4%a 1,86 +1,53a
Extrato 3% 0%a 42%b 0,26 +0,66ac 12%a 6%a 0,36 £0,80a 0%a 82%b 0 £0b
Extrato 5% 0%a 68%b 0,14 +0,35¢ 18%a 44%b 0,16 £0,50a 0%a 100%b 0,06 +0,23¢
Carvao 3% 32%b 0%a 0,90 +1,03a 40%b 0%a 0,78 £1,01a 50%b 0%a 0,40 +£0,63¢c
Carvao 5% 46%b 0%a 0,66 +0,84a 66%b 0%a 0,72 +0,88a 39%b 0%a  0,35+0,60c

**Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<5% (n=50

plantulas/tratamento).* Valores médios seguidos pelo seu desvio padrio.

O uso de solu¢do de PEG6000 de osmolaridade semelhante aos extratos nao

teve efeito significativo quando comparado ao controle (Figura 8), apesar de um
incremento no crescimento das plantulas submetidas ao tratamento de 23mmol/kg.
Quanto aos aspectos morfologicos das radiculas, como presenca de pélos radiculares,

necroses ¢ numero médio de raizes laterais, ndo foram observadas diferencas
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significativas entre as plantulas crescidas em agua e as crescidas nas solugdes de

PEG6000 (Tabela 10).
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Figura 8 — Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis minutiflora)
incubadas por cinco dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solu¢des de PEG

6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl). Barras representam o desvio padrao.
*Letras diferentes representam diferencga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=50
plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas separadamente.

Tabela 10. Porcentagem de plantulas com pélos radiculares e necroses, e quantidade
média de raizes laterais por radicula em plantulas de Capim-colchdo
(Digitaria horizontalis) incubadas por cinco dias a 30° C, com fotoperiodo de
12 h em diferentes concentragdes de PEG 6000.

Pélos Necroses Raizes Laterais
Radiculares
Controle 14%a 0%a 1,22+1,28a
PEG 23 mmol/kg 18%a 0%a 0,96+1,08a
PEG 35 mmol/kg 22%a 0%a 0,84+0,97+a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05
(n=50 plantulas/tratamento).

A massa seca sofreu um incremento significativo na parte radicular das
plantulas submetidas ao extrato de Qualea parviflora na concentracdo de 5% (Tabela
11). Os extratos de Qualea parviflora ¢ Eugenia dysenterica, quando adicionados de
carvao ativado, provocaram um incremento da massa radicular e uma reducdo da massa
aérea em relagdo ao controle. A massa seca total das plantulas ndo sofreu nenhuma
alteracdo em relagdo ao controle. A massa seca total das plantulas submetidas as
solu¢des aquosas de PEG 6000 sofreu um pequeno incremento em relagdo ao controle,

como se mostra na Tabela 12.
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Tabela 11. Massa seca (g) de plantulas de capim-colchdo (Digitaria horizontalis) incubadas por cinco
dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h, em diferentes concentracdes de extrato de folhas de
Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica .

Caryocar brasiliense Qualea parviflora FEugenia dysenterica

Raiz Aérea Total Raiz Aérea Total Raiz Aérea

Total

Controle
Extrato 1%
Extrato 3%
Extrato 5%
Carvao 3%
Carvao 5%

0,9 +0,7a* 1,5+0,4a 2,4+0,3a  0,4+0,2a 2,1+0,3a 2,6+0,6a 0,6+0,2a 2,2+0,3a
1,5+0,7a 1,5+0,6a 3,10,1a  0,7+0,3a 2,1+0,3a 2,6+0,4a 0,4+0,2a 2,3+0,2a
1,740,2a 1,2+0,2a 3,0:0,4a  0,9+0,4a 2,0+0,2a 2,9+0,5a 0,5+0,2a 2,1+0,3a
1,4+0,6a 1,1+0,3a 2,5+0,7a 1,9+2,0b 1,6+0,3ab 3,5+1,9a 0,5+0,3a 2,1+0,3a
1,340,5a 1,1+0,7a 2,3+0,6a 1,7+0,5b 0,5+0,2b 2,2+0,6a 1,7+0,3b 1,040,1b
1,6a+0,4a 1,1+0,5a 2,4+0,5a 1,4+0,2b 0,8+0,3b 2,2+0,3a 1,5+0,3b 0,9+0,6b

2,8+0,4a
2,8+0,4a
2,640,1a
2,6+0,3a
2,7+0,3a
2,4+0,4a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P< 0,05 (n=50
plantulas/tratamento). Valores e desvios em notagio cientifica (10 ).

Tabela 12. Massa seca (g) de plantulas de Digitaria horizontalis incubadas por cinco dias a
30° C com fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG 6000 a 23 e 35mmol/kg e em

agua (ctrl).
Raiz Aéreo Total x
Tratamentos
Controle 0.5+0.1a* 2.0+0.1a 2.6+0.2a
PEG 23mmol/kg 1.140.3b 3.2+0.5b 4.31+0.3b
PEG 35mmol/kg 1.540.6b 2.110.4a 3.7+0.8ab

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05
(n=50 plantulas/tratamento). Valores e desvios em notagio cientifica (10 '3).

5.2.2 Bidens pilosa

O crescimento radicular foi reduzido nas trés concentracdes de extrato de
Qualea parviflora e Eugenia dysenterica, no entanto o extrato de Caryocar brasiliense

s0 inibiu significativamente o crescimento na concentragao de 5% (Figura 9).

As plantulas de Bidens pilosa apresentaram um crescimento da parte aérea
afetado pelos trés extratos em praticamente todas as concentragdes, se mostrando mais
sensiveis neste aspecto que as plantulas de D. horizontalis. Os resultados obtidos nos
trés extratos aquosos adicionados de carvao foram similares, com redugdo da
fitoxicidade no crescimento radicular, e sem influéncia significativa no crescimento

aéreo.
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Figura 9. Comprimento médio de plantulas de picdo-preto (Bidens pilosa) incubadas
por cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12h, em diferentes concentragdes
de extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia
dysenterica, em agua (controle) e nos tratamentos com adig¢do de carvdo ativado.

Barras representam o desvio padrao.

*Letras diferentes representam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis,
P<0,05(n=50 plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas
separadamente.
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Em Bidens pilosa a presenga de pélos radiculares foi reduzida pelos trés
extratos (Tabela 13), exceto na concentracdo de 1% do extrato de Q. parviflora, que nao

apresentou diferencas significativas em relagdo ao controle.

Assim como ocorreu nas plantulas de capim-colchdo, os trés extratos causaram
o escurecimento dos tecidos radiculares e o (suposto) surgimento de necroses, chegando
a 100% de plantulas necrosadas na concentragdo de 5% do extrato de FEugenia
dysenterica (Tabela 13). O nimero médio de raizes laterais s6 foi significativamente
reduzido pelo extrato de FEugenia dysenterica ¢ essa redugdo pode ser observada
inclusive nos tratamentos com carvao ativado (Tabela 13). As solu¢oes de PEG 6000
causaram uma pequena reducdo no crescimento aéreo ¢ um pequeno incremento do
crescimento radicular (Figura 10). A Tabela 14 mostra que as solugdes de PEG 6000

ndo afetaram significativamente nenhuma das caracteristicas radiculares.

Tabela 13. Porcentagem de plantulas com pélos radiculares e necroses, ¢ quantidade média de raizes
laterais por radicula em plantulas de picao-preto (Bidens pilosa) incubadas por cinco dias a 30° C
com fotoperiodo de 12 h, em diferentes concentragdes de extrato de folhas de Caryocar
brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica.

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Tratamentos Pélos Necroses Raizes laterais Pélos Necroses  Raizes laterais Pélos Necroses  Raizes laterais
Radiculares Radiculares Radiculares

Controle 30%a** 0%a 0,38 £0,66a* 58%a 2%a 0,52 +0,86a 56%a 2%a 0,82 +0,82a
Extrato 1% 4%b 6%ab 0,16 +0,42a 56%a 8%a  0,10+0,30a 2%b 80%b 0,14 +0,53b
Extrato 3% 4%Db 24%b 0,24 +0,55a 10%b 80%b 0,26 £0,59a 14%b 100%b 0,10 +0,36b
Extrato 5% 2%Db 76%c 0,26 £0,77a 2%b 100%b 0,08 +0,14a 2%Db 98%b 0,12 +0,38b
Carvao 3% 42%a 2%ab 0,32 4+0,74+a  42%a 10%a 0,18 £0,43a 46%a 8%a 0,30 +0,50b
Carvao 5% 38%a 2%ab 0,22 +0,50a 62%a 16%a 0,18 £0,43a 26%b 14%a 0,10 +0,30b

**Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=50
plantulas/tratamento). *Valores médios seguidos pelo seu desvio padrao.
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Figura 10. Comprimento médio de plantulas de picdo-preto (Bidens pilosa) incubadas
por cinco dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solu¢des de PEG6000 a

23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl). Barras representam o desvio padréo.
*Letras diferentes representam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05
(n=50 plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas
separadamente.

Tabela 14. Porcentagem de plantulas com pélos radiculares e necroses, e quantidade
média de raizes laterais por radicula em plantulas de picdo-preto (Bidens
pilosa) incubadas por cinco dias a 30° C, com fotoperiodo de 12 h em
solucdes de PEG 6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl).

Pélos Necroses Raizes
Radiculares Laterais
Tratamentos
Controle 44%a* 0%a 0,5+0,70a
PEG 23 mmol/kg 32%a 0%a 0,46+0,67a
PEG 35 mmol/kg 70%a 0%a 0,26+0,51a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05
(n=50 plantulas/tratamento).

A massa seca das plantulas de Bidens pilosa ndo sofreu nenhuma alteragdo em
relacdo ao controle (Tabela 15) a despeito da redugd@o do comprimento das partes aéreas
e radiculares, o que leva a crer que os extratos estariam atuando no alongamento sem
afetar a incorporagdo de massa. A massa seca total das plantulas submetidas as solugdes

aquosas de PEG 6000 sofreu um incremento em relagdo ao controle, como mostra a

Tabela 16.
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Tabela 15. Massa seca (g) de plantulas de picao-preto (Bidens pilosa) incubadas por cinco dias a 30°
C com fotoperiodo de 12 h, em diferentes concentracdes de extrato de folhas de Caryocar

brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica.

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica

Raiz Aérea Total Raiz Aérea Total Raiz Aérea

Total

Controle
Extrato 1%
Extrato 3%
Extrato 5%
Carvao 3%
Carvao 5%

12+0,3a* 44+ 04a  56+0,6a  0,9+0,6a  48+0,9a  58+0,2a  1,1+0,la  40+0,9a
15+0,5a  4310,8a  58+1,0a  0,8+2,0a  42+22a  51+0,la  0,9+0,5a  48+0,6a
16+0,4a  41+l,1a  55+1,7a  09+2,9a  48+2,9a  57+0,5a  1,0104a  57+2.3a
10+0,3a  44+0,9a  54+0,9a  08+1,0a  46+1,3a  55+0,7a  1,1403a  57+l,la
16+0,6a  46+0,8a  62+l,la  1,140,5a  42+0,5a  54+0,2a  1,3+0,6a  44+0,5a
15+ 0,6a  44+0,5a  59+0,9a  0,9+0,8a  44+09a  54+04a  1,1403a  37+09a

5240,9a
5740,2a
67+2,2a
69+1,0a
5740,6a
48+1,0a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=50
plantulas/tratamento). Valores médios e desvios em notagéo cientifica (10 ).

Tabela 16. Massa seca (g) de plantulas de Bidens pilosa (valores médios) incubadas por
cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG 6000 a 23 e

35mmol/kg e em dgua (ctrl).

Raiz Aéreo Total
Controle 0,9+0,1a 4,1+0,8a 5,0+0,9a
PEG 23mmol/kg 1,7+0,6b 5,3+1,6a 7,0+2,2ab
PEG 35mmol/kg 1,6+0,4b 5,7+1,3a 7,3+1,4b

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05
(n=50 plantulas/tratamento). Valores ¢ desvios em notagio cientifica (10 ).

5.2.3 Melinis minutiflora

Na Figura 11 é mostrado o efeito dos extratos aquosos de folhas de Caryocar
brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia dysenterica sobre o crescimento de plantulas

de capim gordura (Melinis minutiflora).

O crescimento radicular foi reduzido nas trés concentracdes de extrato de
Qualea parviflora e Eugenia dysenterica, no entanto o extrato de Caryocar brasiliense
s0 inibiu significativamente o crescimento nas concentragdes de 3 e 5%. A parte aérea
sofreu efeitos significativos apenas quando submetida ao extrato de Q. parviflora na
concentracdo mais alta. Os tratamentos com carvao ativado provocaram um aumento
significativo no comprimento aéreo nas plantas submetidas aos extratos de Caryocar
brasiliense e Q. parviflora. O tratamento com carvao ndo foi suficiente para reduzir

completamente a inibi¢do radicular, e no caso das plantas tratadas com extratos de £.
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dysenterica o carvdo ativado ndo resgatou a inibigdo causada pelos extratos. Os extratos
de Q. parviflora ¢ C. brasiliense adicionados de carvdo, tiveram sua fitotoxidade
reduzida e as plantas apresentaram uma menor inibi¢do do crescimento radicular e um
incremento do crescimento aéreo. Esses resultados diferem dos resultados obtidos nas
espécies anteriores onde os tratamentos com carvdo nao interferiram no crescimento da

parte aérea.
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Figura 11. Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis minutiflora)
incubadas por cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12h, em diferentes
concentragdes de extrato de folhas de Caryocar brasiliense , Qualea
parviflora, Eugenia dysenterica, em agua (controle) e nos tratamentos com

adigdo de carvdo ativado. Barras representam o desvio padrio.
*Letras diferentes representam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P <0,05

(n=50 plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas
separadamente.
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Na Tabela 17 sdo mostrados os efeitos dos extratos sobre as caracteristicas

morfoldgicas das radiculas das plantulas de M munutiflora.

A porcentagem de plantulas com pélos radiculares foi reduzida pelos extratos
de Q. parviflora,e Eugenia dysenterica em todas as concentragdes. Para o estrato de F.
dysenterica os tratamentos com carvao ativado ndo apresentaram diferencas

significativas do controle.

Assim como nas espécies anteriores as concentragdes mais altas de extratos
provocaram escurecimento do tecido radicular, o que temos chamado de necrose, no
entanto ndo foram realizados cortes anatdmicos para comprovar este fato, sendo que o
extrato de E. dysenterica na concentracdo de 5% provocou o escurecimento nas

radiculas em 100% das plantulas (Tabela 18).

O niimero médio de raizes laterais por planta ndo foi alterado por nenhum dos
extratos e conforme os resultados obtidos para D. horizontalis essa caracteristica ndo se

mostrou relevante para analise dos efeitos alelopaticos nesta espécie.

Tabela 17. Porcentagem de pélos radiculares, necroses e quantidade média de raizes laterais em radiculas de
plantulas de capim gordura (Melinis minutiflora) incubadas por cinco dias a 30° C com fotoperiodo
de 12 h em diferentes concentragdes de extrato folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora

e Eugenia dysenterica .

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Pélos Necroses Raizes Pélos Necroses Raizes Pélos Necroses Raizes
Radiculares laterais Radiculares laterais Radiculares laterais
Controle 24%a** 0%a 0,12+0,47a* 56%a 0%a 0,14+0,35a 30%a 0%a 0,06+0,23a
Extrato 1% 0%a 2%a 0,06+0,23a 32%b 10%a 0,2+0,63a 0%b 0%a 0,3+0,58a
Extrato 3% 22%a 10%a 0+0a 2%c 50%b 0,04+0,19a 0%Db 94%b 0+0a
Extrato 5% 0%a 38%b 0+0a 16%b 64%b 0+0a 0%b 100%b 0+0a
Carvao 3% 20%a 2%a 0,06+0,23a 32%b 2%a 0,08+0,44a 26%a 0%a 0+0a
Carvao 5% 12%a 0%a 0,06+0,23a 20%b 0%a 0+0a 20%a 0%a 0+0a
t Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de Kruskall —Wallis, P=5% (n=50

plantulas/tratamento). *Valores médios seguidos pelo seu desvio padrio.

O comprimento das plantulas ndo foi afetado pelos tratamentos de Polietileno
Glicol 6000 em nenhuma das concentragdes (Figura 12), o que indica a auséncia de

efeito osmotico dos extratos nas concentragoes utilizadas.
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Figura 12. Comprimento médio de plantulas de capim gordura (Melinis nunutiflora)
incubadas por cinco dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solugdes de
PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl). Barras representam o desvio
padrao.
*Letras diferentes representam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05

(n=50 plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas
separadamente

Conforme mostra a Tabela 18 nenhuma caracteristica morfoldgica das raizes
foi alterada pelos tratamentos com PEG 6000, indicando mais uma vez que as mudancas

causadas pelos extratos foram resultantes de ago aleloquimica.

Tabela 18. Porcentagem de plantulas com pélos radiculares, necroses e quantidade
média de raizes laterais em radiculas de plantulas de capim gordura (Melinis
minutiflora) incubadas por cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h em
solucdes de PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl).

Pélos Necroses Raizes Laterais
Radiculares
Controle 62%a 0%a 0+0a
PEG 23 mmol/Kg 52%a 0%a 6+0,23a
PEG 35 mmol/Kg 44%a 0%a 010a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskall —Wallis, P=5%
(n=50 plantulas/tratamento).

As medidas de massa seca das plantas ndo apresentaram diferenca significativa
em relagdo ao controle em nenhuma das concentragdes de nenhum dos extratos (Tabela

19). Os tratamentos com PEG 6000 provocaram um incremento na massa seca das

plantulas (Tabela 20).
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Tabela 19. Massa seca (g) (valores médios) de plantulas de Capim Gordura (Melinis minutiflora)

incubadas por cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h, em diferentes concentragdes de
extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica .

Caryocar brasiliense Qualea parviflora FEugenia dysenterica

Raiz Aérea Total Raiz Aérea Total Raiz Aérea Total

Controle 0,5:0,4a*  0,8+0,3a 1,4+0,5a  0,3:0,2a 0,7+0,1a 1,0+0,3a 0,4+0,2a 0,6+0,2a 1,0+0,4a
Extrato 1%  0.1+0,1a 0,6+0,2a 0,7+0,3a 0,2+0,2a 0,7+0,2a 1,0+0,2a 0,3+0,2a 0,7+0,1a 1,0+0,1a
Extrato 3% 0,1+0,1a 0,4+0,3a 0,5+0,3a 0,2+0,1a 0,7+0,1a 0,8+0,3a 0,3+0,2a 0,8+0,2a 1,0+0,1a
Extrato 5% 0,3+0,1a 0,6+0,3a 0,9+0,3a 0,3+0,3a 0,8+0,2a 1,2+0,4a 0,2+0,2ab 0,9+0,3a 1,1+0,3a
Carvao 3% 0,2+0,2a 0,6+0,2a 0,9+0,3a 0,2+0,2a 0,6+0,3a 0,9+0,3a 0,4+0,1a 0,6+0,3a 1,1+0,3a
Carvao 5% 0,3+0,3a 0,6+0,2a 1,0+0,4a 0,2+0,2a 0,7+0,3a 0,9+0,3a 0,1+0,1a 0,6+0,2a 1,2+0,2a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05 (n=50
plantulas/tratamento). Valores médios e desvios em notagdo cientifica (10 ).

Tabela 20. Massa seca (g) de plantulas de Melinis minutiflora (valores médios em

grama) incubadas por cinco dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h em
solucdes de PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl).

Raiz Aérea Total
Controle 0,2+0,1a 0,9-0,1a 1,1+0,2a
PEG 23mmol/kg 0,5+0,1b 1,7-04b 23:03b
PEG 35mmol/kg 0,4:0,1 ab 1,2+0,2 ab 1,7 0,2 ab

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05

(n=50 plantulas/tratamento). Valores médios e desvios em notagio cientifica (10 ).

5.2.4 Zea ma

Na Figura 13 sdo mostrados os efeitos dos extratos aquosos de folhas de

Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia dysenterica no crescimento de

plantulas de Milho, Zea mays. O crescimento radicular foi reduzido nas concentragdes

de 3 e 5% dos extrato de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora e Eugenia

dysenterica.

A parte aérea sofreu efeitos significativos apenas quando submetida ao

extrato de C. brasiliense na concentracdo de 5% e ao extrato de E. dysenterica nas

concentracdes mais altas. Os tratamentos com carvao ativado resgataram a inibicao

causada pelos extratos e inclusive provocaram um pequeno incremento no comprimento

radicular das plantas submetidas aos extratos de C. brasiliense e Q. parviflora.
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Figura 13. Comprimento médio de plantulas de Milho incubadas por trés dias a 30° C
com fotoperiodo de 12h, em diferentes concentragdes de extrato de folhas de
Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica, em agua

(controle) e nos tratamentos com adi¢do de carvao ativado. Barras representam o
desvio padrao.

*Letras diferentes representam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05(n=50
plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas separadamente.
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Assim como foi observado nas outras espécies, os extratos nas concentracdes
mais altas provocaram uma redugdo significativa na presenga de pélos radiculares,
reducdo esta que foi revertida quase por completo pelos tratamentos com carvao ativado

(Tabela 21).

Um cardter que mostrou resultados relevantes para Zea mays foi o
escurecimento dos tecidos radiculares (necroses) (Tabela 21). Embora nenhum dos
extratos tenha causado necroses em 100% das plantas, como observado para as outras
espécies, os trés extratos nas concentragdes de 3 e 5% provocaram um aumento
significativo na porcentagem de plantulas com tecido radicular escurecido. Os
tratamentos adicionados de carvdo ativado ndo apresentaram necroses, reduzindo essa

caracteristica aos niveis dos controles para os trés extratos.

A Tabela 21 mostra ainda o nimero médio de raizes laterais por plantula. O
numero de raizes laterais foi reduzido pelos extratos de Q. parviflora (na tabela aumenta
e diminui) e E. dysenterica. O extrato de C. brasiliense a 3% adicionado de carvao
ativado provocou um incremento significativo na quantidade de raizes, os demais

tratamentos com carvao ativado apresentaram valores similares aos controles.

Tabela 21. Porcentagem de pélos radiculares, necroses, quantidade média de raizes laterais em radiculas

de plantulas de Milho (Zea mays) incubadas por trés dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h
em diferentes concentragdes de extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea parviflora,

e Eugenia dysenterica.

Caryocar brasiliense Qualea parviflora Eugenia dysenterica
Pélos Necroses Raizes Pélos Necroses Raizes Pélos Necroses Raizes
Radiculares laterais** Radiculares laterais** Radiculares laterais**

Controle
Extrato 1%
Extrato 3%
Extrato 5%
Carvao 3%
Carvao 5%

66% a** 0%a 6,48+7,3a 52%a 6a 2,52+4,2ab 74%a 6%a 11,2449,15a*
50% ab 2%a 5,945,8)a 48 Y%a 10a 4,7+6,7a 54%ab 26%a 6,66+7,41b
42%b 4%b 9,36+8,9a 48 %a 50b 3,18+4,4ab 46%b 52%b 8,22+7,44ab

14%c 76%c 6,94+7,3a 10 %b 52b 1,8643,8b 32%b 88%b 6+4,89b
56% ab 6%a 13,16+£12,0b 68 %a Oa 6,3249,7a 60%ab 6%a 11,02+12,27ab
50% ab 0%a 9,44+(2,8a 58 %a Oa 5,84+8,04a 68%b 22%a  11,32+10,16ab

** Letras

plantulas/tratamento).* Valores médios seguidos pelo seu desvio padrio.

diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de Kruskall —Wallis, P<0,05 (n=50

Para Zea maysuma caracteristica morfologica adicional foi analisada. Devido

ao crescimento rapido desta espécie foi possivel contabilizar o numero de raizes
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secundarias. O critério utilizado pra diferenciar raizes laterais de raizes secundarias foi o

seguinte:

e  Raiz lateral: ¢ toda aquela raiz que estd conectada diretamente a raiz
principal, e na qual se origina pela expansdo e diferenciagdo da radicula do embrido

(que ainda ¢ diferencavel neste estagio inicial).
e  Raiz secundaria: é toda a raiz que nao faga parte da principal.

O niimero de raizes secundarias sofreu um acréscimo quando as plantas foram
submetidas ao extrato de E. dysenterica, incluindo os tratamentos com carvdo. Os
extratos das demais espécies ndo afetaram este pardmetro em relagdo ao controle

(Tabela 22).

Tabela 22. Quantidade média de raizes laterais no sistema radicular de plantulas de Milho
(Zea mays) incubadas por trés dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h em
diferentes concentracdes de extrato de folhas de Caryocar brasiliense, Qualea
parviflora, e Eugenia dysenterica.

Caryocar brasiliense Quaela parviflora Eugenia dysenterica
Controle 4,44 £7 3a ** 4,2 £2 8a 4,02 £2,05a
Extrato 1% 5,34+5,8a 4,4 £2 4a 412 4a
Extrato 3% 4,72 £8,9a 4,08 £3,2a 4,96+2,4b
Extrato 5% 6,86 £7,2a 29+27a 5,36 +£3,5b
Carvao 3% 5,88 £12,03a 3,9 4+3,6a 4,52 £2.4 ab
Carvao 5% 4,9 £10,04a 3,743,4a 53+£24D

** Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskall —Wallis, P=5%
(n=50 plantulas/tratamento).*Valores médios seguidos pelo seu desvio padrdo.

Quanto ao controle de efeito osmoético realizado com as solu¢des de PEG
6000, as plantulas apresentaram discreto incremento no crescimento parte radicular

submetida a solucdo de 23mmol/kg (Figura 14).

A Ttunica caracteristica radicular afetada pelas solugdes osmoticas foi a
quantidade média de raizes laterais, que sofreu um decréscimo significativo nas plantas
que foram submetidas a solu¢@o de concentragdo 35mmol/kg (Tabela 23). Nenhuma das
outras caracteristicas foi afetada o que indica que a maioria dos efeitos observados foi

causada pela acdo dos aleloquimicos.
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Figura 14. Comprimento médio de plantulas de Milho (Zea mays) incubadas por trés
dias a 30°C com fotoperiodo de 12h, em solu¢des de PEG6000 a 23 ¢

35mmol/kg e em agua (ctrl). Barras representam o desvio padrdo
*Letras diferentes representam diferenca estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P<0,05

(n=50 plantulas/tratamento). As partes aéreas e radiculares foram comparadas
separadamente.

Tabela 23. Porcentagem de plantulas com pélos radiculares, necroses e quantidade
média de raizes secundarias e laterais em radiculas de plantulas Milho
(Zea mays) incubadas por trés dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h em
solucdes de PEG6000 a 23 e 35mmol/kg e em agua (ctrl).

Pélos Necroses Raizes Raizes Laterais
Radiculares secundarias
Controle 83%a 0%a 5,16+2,58a 12,26+8,47a
PEG 23 mmol/Kg 79%a 6%a 4,83+1,34a 16,70+9,34a
PEG 35 mmol/Kg 60%a 16%a 4,4242.45a 9,2+7,40b

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de Kruskall —Wallis,
P=5% (n=50 plantulas/tratamento).

Nas medidas de massa seca das plantulas podem ser observados incrementos
em alguns tratamentos, no entanto a massa seca total das plantulas permaneceu
inalterada (Tabela 24). Os tratamentos com PEG 6000 também ndo apresentaram

nenhuma diferenca significativa em relag@o ao controle (Tabela 25)
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Tabela 24. Massa seca (valores médios) de plantulas de Milho (Zea mays) incubadas por trés dias a
30° C com fotoperiodo de 12 h, em diferentes concentragdes de extrato de folhas de
Caryocar brasiliense, Qualea parviflora, Eugenia dysenterica .

Caryocar brasiliense Qualea parviflora FEugenia dysenterica
Raiz Aérea Total Raiz Aérea Total Raiz Aérea Total P

Controle  2,92+0,18a*  0,14+0,04a 3,07+0,20a 3,09+0,09a  0,10+0,02a  3,19+0,08a 2,84+0,05a  0,18+0,03a  3,02+0,07a
Extrato 1%  3,1240,15a  0,15+0,03a  3,27+0,17a  3,10+0,18a 0,13+0,008b 3,23+0,18a  2,6+0,83a  0,90+1,19a  3,51+0,06a
Extrato 3%  3,15+0,14a  0,14+0,18a 3,29+0,13a 3,01+0,13a  0,14+0,02b  3,15+0,11a 2,97+0,08a  0,63+0,67a  3,60+0,65a
Extrato 5%  3,0640,09a  0,1240,02a 3,19+0,11a  3,08+0,14a  0,09+0,03a  3,18+0,14a 3,01+0,10a  0,11+0,01b  3,12+0,09a
Carvio 3%  2,46+127a  0,72+122a 3,19+0,11a 2,84+0,37a  0,28+0,35b  3,12+0,11a 3,01+0,08a  0,14+0,02a  3,15+0,06a
Carvio 5%  3,16+0,33a  0,16+0,07a 3,33+0,27a 3,02+0,15a  0,10+0,02a  3,12+0,17a 3,01+0,08a 0,14+0,03ab  3,15+0,08a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P< 0,05 (n=50

plantulas/tratamento).

Tabela 25. Massa seca de plantulas de Zea mays (valores médios) incubadas por trés
dias a 30° C com fotoperiodo de 12 h em solugdes de PEG6000 a 23 ¢

35mmol/kg e em dgua (ctrl).

Raiz Aéreo Total
Controle 2,91+ 0,10a* 0,16+0,009a 3,07+0,10a
PEG 23mmol/kg 2,98+0,12a 0,374+0,38a 3,35+0,46a
PEG 35mmol/kg 3,06+0,32a 0,16+0,03a 3,22+0,31a

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste de Kruskal-Wallis, P< 0,05

(n=50 plantulas/tratamento).
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6. Discussao

6.1 Germinagao

6.1.1 Efeitos na germinabilidade

A germinagdo ¢ um processo normalmente menos sensivel aos efeitos
alelopaticos, no entanto ¢ um critério muito utilizado devido a rapida obtencdo de
resultados e simples quantificagdo. Ao contrario do desenvolvimento inicial, a
germinagdo ¢ um processo que apresenta respostas objetivas: ou germina ou nao
germina (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004). No presente trabalho os extratos nio
alteraram a germinabilidade das espécies, exceto para Bidens pilosa, cuja
germinabilidade foi reduzida nas concentragdes mais altas de todos os extratos (Tabela

3).

Estudos com extratos aquosos de folhas de Solanum [ycocarpum, uma espécie
nativa do Cerrado, ndo mostraram inibi¢do da germinabilidade de sementes de gergelim
em substrato papel de filtro. Este mesmo extrato reduziu a germinabilidade em substrato
solo, mostrando que sua acao pode ser afetada pelo tipo substrato, neste caso alterando a
resposta da espécie alvo em condi¢des mais proximas as naturais (Oliveira et al, 2004a;
Aires et al, 2005). No entanto, outros estudos com extratos de espécies nativas do
cerrado mostram o efeito inibitorio na germinabilidade de algumas sementes de espécies
cultivadas em substrato papel (Gatti et al, 2004; Periotto et al, 2004; Borghetti et al,
2005).

Estudos realizados com extratos aquosos de leucena mostraram inibicdo da
germinagdo de espécies daninhas, o que corrobora com os dados obtidos para Bidens
pilosa que foi evidenciada por estes autores como uma espécie bastante suscetivel aos
aleloquimicos (Pires ef al, 2001a). As gramineas geralmente sdo indicadas para ensaios
de germinabilidade devido a sensibilidade e tamanho das sementes como as de milho
(Macias et al, 2000). Nestes estudos as trés espécies de gramineas utilizadas tiveram a
germinagdo muito pouco afetada. Melinis minutiflora, Digitaria horizontalis sdo
gramineas africanas invasoras de carater agressivo e resistentes (Freitas & Pivello,

2005), possivelmente com mecanismos de desarme dos aleloquimicos presentes.
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6.1.2 Efeitos no tempo médio e na sua variancia

Embora a germinabilidade possa ser pouco afetada, os efeitos alelopaticos
podem ser vistos com freqii€ncia na distribuigdo temporal da germinagdo e no retardo
do tempo médio de germinagio (Ferreira & Aquila, 2000). Para o presente estudo todas
as espécies apresentaram a germinagdo atrasada devido aos efeitos dos extratos, embora
para Zea mays o atraso tenha sido de poucas horas (Tabela 7). Estes dados corroboram
com estudos realizados por Maraschin-Silva & Aquila (2006), onde aquénios de alface
submetidos a extratos de espécies nativas da regido sul tiveram um retardo no tempo de
germinagdo. Para extratos provenientes de plantas nativas do Cerrado os resultados sdo
similares. Estudos com Aristolochia esperanzae e Andira humilis mostraram que o0s
extratos atrasaram e modificaram a distribui¢do temporal da germinagdo das espécies
cultivadas alface e rabanete (Gatti ef al., 2004; Periotto ef al, 2004). No presente estudo
os extratos das trés espécies em estudo, provocaram uma germinagdo heterogénea ,

resultando em mais de um pico de germinagdo nas concentracdes mais altas.

As alteracdes no padrdo de germinacdo podem ser resultantes de efeitos
causados a nivel primario, sobre a permeabilidade de membranas, na transcricdo do
DNA, na respiracdo, devido a seqiiestro de oxigénio e, na conformacdo de enzimas e
receptores ou ainda no somatério de um ou mais destes fatores (Ferreira & Aquila

2000).

O atraso da germinagdo pode significar uma desvantagem para as sementes em
campo, pois estas ficardo expostas por mais tempo a patdogenos como fungos, a fatores
ambientais ¢ a predagdo por insetos ¢ outros animais (Oliveira, 2003). Outro fator
importante ¢ que as sementes que demoram a germinar irdo competir com plantulas ja
pré-estabelecidas em crescimento (Weaver & Carver, 1979; appud Oliveira, 2003)
Embora os extratos tenham atrasado a germina¢do da maioria das espécies o atraso
ocasionado nas sementes de milho foi de apenas algumas horas e possivelmente ndo

representaria uma desvantagem competitiva em condi¢gdes de campo.
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6.2 Crescimento

6.2.1 Crescimento das plantulas

Os extratos em estudo, de forma geral, inibiram o crescimento de todas as
espécies-alvo testadas, sendo que o crescimento radicular foi mais afetado que o
crescimento aéreo. Os efeitos observados geralmente foram mais acentuados em
concentragdes mais altas dos extratos. Este tipo de comportamento é comum, podendo
alguns aleloquimicos escapar deste padrdo e outros podem apresentar efeitos sinérgicos
aumentando muito os danos quando presentes ao mesmo tempo nos tratamentos
(Reigosa et al, 1999; Ferreira & Aquila 2000). As partes aéreas das plantulas ndo
ficaram em contato direto com os aleloquimicos, no entanto as raizes mesmo
danificadas continuam absorvendo solutos, o que eventualmente acaba por afetar a parte
aérea (Burgos et al, 2004; Oliveira, 2003). Pires & colaboradores (2001b) atribuem
ainda o menor efeito dos aleloquimicos na parte aérea ao fato do crescimento inicial
desta ser auxiliado por reservas contidas nas sementes, principalmente para o caso do
milho que, dentre as espécies estudadas, ¢ a que possui a maior semente € maior

quantidade de material de reserva.

As plantulas de Bidens pilosa apresentaram o crescimento da parte aérea
afetado pelos trés extratos em praticamente todas as concentragdes (Figura 9), se
mostrando mais sensiveis neste aspecto que as demais espécies testadas. Estes
resultados corroboram com os obtidos por Pires e colaboradores (2001a), que testaram
algumas espécies invasoras, entre elas o picdo-preto (Bidens pilosa), com extratos
aquosos de Leucena leucocephala e constataram que Bidens pilosa estava entre as

espécies mais sensiveis.

O crescimento radicular foi um dos parametros mais afetados nos
experimentos, a sensibilidade radicular aos aleloquimicos ¢ bem documentada em
literatura sendo uma das caracteristicas que melhor indica a agdo alelopatica de extratos
vegetais (Koitabashi ef a/, 1997; Ferreira & Aquila, 2000; Burgos et al, 2004; Ferreira,
2004; Maraschin-Silva e Aquila 2006). O crescimento radicular foi inibido em todas as

espécies testadas por todos os extratos, ¢ esses resultados corroboram com estudos
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realizados com extratos aquosos obtidos de outras espécies do Cerrado, incluindo
Solanum lycocarpum, Andira humilis e Eugenia dysenterica (Oliveira 2003; Gatti ef al,
2004; Perioto ef al, 2004; Aires et al., 2005; Borghetti ef a/, 2005).

Burgos e colaboradores (2004) observaram que cé¢lulas das radiculas de
plantulas de Pepino (Cucumis sativus) apresentavam mudangas estruturais que as
tornavam mais curtas, porém organizadas em mais colunas o que aumentava o didmetro
da raiz e acabava por diminuir seu comprimento. Oliveira (2003) observou o mesmo
efeito em raizes de plantulas de gergelim quando submetidas extratos aquosos de

Solanum lycocarpum.

Um padrdo de crescimento, quando alterado, sempre envolve alguma agdo
celular. Danos celulares no nivel de organelas podem vir a prejudicar o transporte de
proteinas e a exportacdo de substancias para o desenvolvimento e crescimento celular
(Kobayashi et al, 1997; Burgos et al, 2004). Em plantulas de tomate o crescimento
radicular foi inibido por flavondides que impediam o transporte de auxina induzindo
menor desenvolvimento radicular (Brunn ef a/, 1992). Jeronimo (2006) observou
alteracdo no perfil protéico de hipocotilos e radiculas de Sesamum indicum submetidas

a extratos aquosos de Solanum lycocarpum.

6.2.2 Diferenciacdo de pélos radiculares

As alteragdes no tamanho das plantulas podem ser acompanhadas de diversas
outras alteragdes morfologicas nas raizes, tal como a reducdo de pélos radiculares. Das
espécies testadas, as plantulas de Digitaria horizontalis crescidas em agua nao
apresentavam pélos radiculares ou apresentavam em pouca quantidade, e os extratos ndo
induziram producdo dos pélos, permanecendo similar ao controle (Tabela 11 e Tabela
17) No entanto a producdo de pélos radiculares foi aumentada na presenga de carvao
ativado, o que pode ter ocorrido devido alguma interagdo fisica com a raiz ou devido a
dificuldade de absor¢do de agua. Em Melinis minutiflora o extrato de Qualea
parvitlora causou reducdo no numero de plantas com pélos, no entanto esse pardmetro
se apresentou de dificil mensuragdo nesta espécie. A auséncia, escassez ¢ dificuldade de
visualizagdo tornam esse pardmetro de avaliacdo pouco indicado para estas espécies.

Entretanto, para Zea mays e Bidens pilosa, espécies nas quais os pélos sdo mais
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abundantes, notou-se uma reducdo consideravel na porcentagem de plantas com essa
caracteristica (Tabela 13 e Tabela 21). Estes resultados corroboram com Mird e
colaboradores (1998) que verificaram a reducdo pélos absorventes em radiculas de

milho submetidas a extratos aquosos de /lex paraguariensis (Erva-mate).

6.2.3 Diferenciacio de raizes laterais e secundérias

O nimero médio de raizes laterais por plantula sofreu reducdo significativa em
todas as concentragcdes do extrato de Eugenia dysenterica para todas as espécies
testadas. Embora os extratos de C. brasiliense e Q. parviflora tenham tido efeito
inibitorio, este ndo foi tdo intenso quanto o causado pelo extrato de E. dysenterica.
Praticamente todas as espécies foram afetadas por esse extrato, exceto Melinis
minutiflora, que apresentou raizes laterais em quantidades muito baixas ou ndo as
apresentou nos controles. Em plantulas de pepino o aleloquimico BOA [2,4-dihidroxy-
1,4(2H)-benzoxiazina-3-1] inibiu a diferenciagdo do periciclo, que eventualmente
originaria o primordio das raizes laterais, inibindo desta forma o desenvolvimento das
mesmas (Burgos ef al., 2004). Dayan e colaboradores (2000) sugerem que a estimulagéo
ou inibi¢do do desenvolvimento de raizes laterais em detrimento da raiz principal pode
estar também relacionada com distirbios de dominancia apical causado por mudangas
no balango hormonal das plantulas, o que também corrobora com os dados encontrados

por Brunn e colaboradores (1992) que indicam déficit no transporte de auxina

As alteracdes estruturais nas células radiculares, como mostrado por Oliveira
(2003), podem ter modificado o balango hormonal devido a modificagdo da dominéancia
apical do crescimento radicular, no entanto esta ¢ apenas uma hipotese que precisa ser

comprovada por estudos futuros.

Para o milho foi observado ainda o nimero de raizes secundarias (que ndo
fazem parte da raiz principal), e essa caracteristica foi novamente afetada somente pelo
extrato de E. dysenterica, o que indica um mecanismo de acdo especifico na
diferenciacdo dos tecidos radiculares, embora necessite de mais estudos. A analise de
raizes secundarias ndo ¢ relatada em literatura, embora tenha sido um parametro

interessante para a espécie em questdo devido a facilidade de contagem.
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6.2.4 Necroses nas raizes

Uma das mudancas morfoldgicas observadas nas raizes foi o escurecimento
dos tecidos e a suposta formagdo de necroses. Os trés extratos testados causaram um
aumento significativo no nimero de plantulas com escurecimento radicular nas
concentragdes mais altas em todas as espécies alvo. O niimero de plantulas submetidas
ao extrato de Eugenia dysenterica que apresentaram este escurecimento chegou a 100%
em praticamente todas as espécies testadas exceto o milho onde atingiu 88% (Tabela

21). Este fendmeno ¢ comumente observado no apice radicular de plantulas tratadas

com aleloquimicos (Ferreira & Aquila, 2000).

Oliveira (2003) constatou que extratos aquosos de Solanum Iycocarpum
provocaram mudangas morfoanatomicas nas radiculas de plantulas de gergelim, como
por exemplo, diferenciagdo acelerada nos vasos do xilema e desordem nas camadas
celulares constituintes da coifa. Jeronimo (2006) observou que o efeito causado pelo
extrato de Solanum [ycocarpum no crescimento e nas caracteristicas morfologicas de
plantulas de gergelim pode ser revertido quando as plantas sdo lavadas e transferidas
para placas com agua. Este mesmo estudo constatou que a porcentagem de plantulas
com escurecimento radicular transferidas para agua diminui significativamente se
comparada com as plantulas que permaneceram incubadas nos extratos aquosos de

folhas.

Deste modo o termo necrose talvez ndo seja o mais apropriado para definir o
escurecimento do tecido radicular, tendo em vista que se refere a tecidos mortos ¢ a
capacidade de reversdo dos efeitos sugere que as células ndo estavam mortas. Weir ¢
colaboradores (2004) atribuem este escurecimento ou “queimadura” radicular a danos
oxidativos causados pelos proprios aleloquimicos ou pela cascata de sinalizagdo das

plantas afetadas pelos mesmos.

6.2.5 Efeitos na Massa Seca

A massa seca total das plantulas de todas as espécies testadas ndo sofreu
nenhuma alteragdo em relagdo ao controle durante o tempo de incubagdo, embora para

Digitaria horizontalis o extrato de Qualea parviflora tenha causado um pequeno
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incremento na massa radicular nas concentragdes mais altas (Tabela 11). Os dados
levam a crer que os extratos estariam atuando no alongamento sem afetar a
incorporagdo de massa. Esses resultados contrariam os encontrados por Batish ¢
colaboradores (2002), em que foi verificada uma redu¢do na massa seca em plantulas de
Avena fatua L. (aveia) e Bidens pilosa tratadas com o aleloquimico pathernim.
Contrariamente, o extrato aquoso de leucena provocou um aumento na massa seca de
plantulas de milho (Pires ez a/, 2001b). A manuten¢do da massa pode ser explicada pela
maior largura celular em detrimento de um menor comprimento, como ocorreu com

pepino submetido a alguns aleloquimicos (Burgos et al., 2004).

Para as espécies estudadas a avaliagdo de massa seca ndo foi um bom
indicador de efeitos alelopaticos, principalmente devido ao diminuto tamanho das
plantulas (exceto o milho) o que o que dificulta medidas precisas. Além disto, periodo
inicial do crescimento possui baixa taxa de divisdo celular ¢ um grande alongamento
das células (Castro et al, 2004), desta forma as possiveis diferencas podem ndo ter tido

tempo necessario para se manifestarem de forma significativa.

6.2.6 O uso do carvao ativado como controle

O controle com carvao ativado foi utilizado por Bais e colaboradores (2003)
devido a alta interatividade deste composto com substancias organicas, desta forma
eliminando possiveis interferéncias quimicas provocadas pelos extratos reduzindo a
fitoxicidade dos mesmos. Para os extratos de C. brasiliense ¢ Q. parviflora o carvao
causou uma reducdo da fitotoxidade apresentada nos extratos aquosos (em todas as
espécies testadas). Embora n3o tenha reduzido a fitotoxidade dos extratos
completamente, igualou os efeitos causados pela concentragdo mais baixa destes
extratos no crescimento radicular. O carvao ativado reduziu a fitotoxidade dos extratos,
embora os padrdes morfoldgicos continuassem sendo afetados e desta forma ndo se

mostrou um controle positivo adequado neste estudo.
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6.3 Efeito osmotico

A quantificacdo da osmolaridade dos extratos ¢ de extrema importancia pois
podem haver substincias que influem na concentracdo de ions e podem ser
osmoticamente ativas (Ferreira, 2004). O estresse osmoético pode mascarar o efeito
alelopatico sobre a espécie alvo, maximizando os danos causados (Astarita, 1996). .
Para quantificar efeitos osmoéticos de extratos na germinagdo e crescimento, visando
separar efeitos alelopaticos de osmoticos, costuma-se preparar solugdes aquosas com
uma substancia osmoticamente ativa, que de preferéncia, ndo penetre no protoplasma. O
Polietilenoglicol ¢ uma das substancias mais utilizadas para este tipo de controle

(Astarita ef al, 1996; Mir6 et al, 1998)

As concentragdes osmoticas medidas dos extratos e aplicadas as plantas-alvo
mostraram diferengas significativas com pequenos incrementos no crescimento
radicular de algumas das espécies testadas. Quanto as caracteristicas morfoldgicas das
radiculas apenas as raizes laterais de Zea mays foram afetadas, e se apresentaram em
menor numero quando tratadas com PEG 6000 (Tabela 23). Outras alteragdes
observadas foram pequenos incrementos na massa seca para todas as espécies exceto

Zea maysno qual essa caracteristica permaneceu inalterada.

Para germinagdo, de forma geral, concentracdo mais elevada da solucdo de
PEG 6000 provocou uma germinacdo mais espalhada em Bidens pilosa e um pequeno
aumento no tempo médio de germinagdo para Zea mays (Tabela 8). Esses resultados
indicam que a osmolaridade dos extratos foi insuficiente para prejudicar de forma grave
o desenvolvimento ¢ a germinagdo das espécies testadas, embora Zea mays tenha se
mostrado mais sensivel. O desenvolvimento inicial e a germina¢do sdo extremamente
sensiveis a solugdes com alta osmolaridade, acima 100 mmol/kg (-0,25MPa em termos
de pressdo osmética), no entanto solugdes com baixa osmolaridade, com foi o caso para
este estudo, apresentam pouco ou nenhum efeito osmotico (Leather & Einhellig, 1988).
Dessa forma, o efeito osmotico pode ser descartado e podemos atribuir a maioria das

alteragOes observadas aos aleloquimicos presentes nos extratos.
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7. Conclusoes

Extratos aquosos das espécies estudadas apresentaram propriedades alelopaticas, e

os efeitos se mostraram em geral dose-dependente.
Os efeitos observados ndo sdo de natureza osmotica.

O carvdo ativado ndo se mostrou totalmente eficiente na reducgao da fitoxidade dos

extratos testados.

O carvdo ativado ndo se mostrou totalmente eficiente na reducgao da fitoxidade dos

extratos testados.
Extratos foliares de Eugenia dysenterica se mostraram 0s mais ativos.

O tempo médio de germinagdo e seu desvio padrdo se mostraram mais sensiveis aos

efeitos alelopaticos que a germinabilidade das sementes.

O crescimento da raiz principal e o escurecimento dos tecidos radiculares foram
parametros mais apropriados para se quantificar a acdo alelopatica dos extratos, em

detrimento da massa seca e da diferenciagdo de pélos e raizes laterais.

O numero de pélos radiculares ndo ¢ um bom indicador dos efeitos alelopaticos

para as espécies de sementes pequenas.

Bidens pilosa, que mostrou a espécie mais sensivel para a maioria dos parametros

testados.
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