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RESUMO - (Potencial alelopatico de Dicranopteris flexuosa (Schrad) Underw). O objetivo
neste trabalho foi determinar o potencial alelopatico do extrato etanodlico bruto e das fracdes
semipurificadas de Dicranopteris flexuosa sobre a germinagdo e o crescimento inicial de Lactuca
sativa L.(alface), Lycopersicon esculentum L. (tomate), Allium cepa L. (cebola) e Triticum aestivum L.
(trigo) em ensaios de laboratério e de casa de vegetagcdo. Nos bioensaios realizados em laboratdrio
foram utilizadas trés concentragdes (250, 500, 1000 mg.L™"), com quatro repeti¢des de 50 sementes. A
analise dos resultados indica reducdo da velocidade e/ou inibi¢do da germinacdo, estimulo do
crescimento da raiz primaria das eudicotiledoneas e inibi¢dao da raiz adventicia das monocotiledoneas.
Nos bioensaios realizados em casa de vegetacdo foram utilizadas as mesmas concentragdes dos
bioensaios em laboratério, com oito repetigdes de cinco sementes por vaso. A analise dos resultados
indica que o comprimento da raiz foi afetado pelo extrato etandlico bruto, ocorrendo estimulo em
tomate e inibicdo em cebola e trigo. A produgdo de massa seca da parte aérea foi estimulada na menor
concentracao em alface e trigo. Para os demais parametros avaliados ndo foram verificadas diferengas
significativas. Embora os resultados sejam preliminares, observa-se que o extrato etanolico e as fragdes
semipurificadas de D. flexuosa contém substincias que interferem no crescimento das plantulas de

alface, tomate, cebola e trigo.



ABSTRACT - (Allelopathic potencial of Dicranopteris flexuosa (Schrad) Underw ). This work aimed
to determine the allelopathic potential of crude ethanolic extract and semipurified fractions of
Dicranopteris flexuosa on the germination and the initial growth of Lactuca sativa L. (lettuce),
Lycopersicon esculentum L. (tomato), Allium cepa L. (onion) and Triticum aestivum L. (wheat) in
laboratory and greenhouse bioassays. For the tests carried through in laboratory, three concentrations
(250, 500, 1.000 mg. L") were applied, on four replicates of 50 seeds each. The analysis of the results
indicates a reduction of the speed and/or inhibition of the germination, stimulation of the root growth of
eudicots and a root inhibition in monocots. For the bioassays carried in the greenhouse the plant
materials were applied at the same concentrations of the laboratory bioassays, with eight replicates of
five seeds each. The analysis of the results indicates that the length of the root was affected by the
crude ethanolic extract occurring stimulation on tomato and inhibition on onion and wheat. The aerial
parts dry mass was higher to the lower tested concentration in lettuce and wheat. For the other
evaluated parameters significant differences have not been observed. Although the results are
preliminary, it is observed that the ethanolic extract and the semipurified fractions of D. flexuosa

contain substances that modify the seedlings growth of lettuce, tomato, onion and wheat.
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INTRODUCAO GERAL

O termo alelopatia engloba todos os tipos de interagdes quimicas entre plantas € microorganismos
locados no reino vegetal. O conceito mais recente ¢ o de 1996, onde a Sociedade Internacional de
Alelopatia a define como “A ciéncia que estuda qualquer processo envolvendo essencialmente os
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, algas, bactérias, e fungos que influenciam o
crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos, incluindo efeitos positivos e
negativos” (Macias et al. 2000).

Os aleloquimicos sdo encontrados nos vegetais, distribuindo-se em todos os seus orgdos. A
liberacdo dos aleloquimicos para a rizosfera pode ocorrer através da lixiviagdo das folhas e partes
aéreas, como foi descrito para Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, onde a liberagdo de aleloquimicos é
feita por lixiviagdo de suas frondes sendo capaz de reduzir a germinagdo e o crescimento de outras
espécies (Del Moral & Cates citado por Stewart 1975).

Outro tipo de liberagdo ¢ a volatilizacao de compostos quimicos como acontece com o cravo-da-
india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry) que libera o eugenol, um derivado fendlico volatil
com agao alelopatica (Mazzafera 2003). Em raizes e materiais vegetais em decomposi¢do também pode
ocorrer exsudagdo de compostos para o ambiente (Weir et al. 2004). Um exemplo disso ¢ o que
acontece com o centeio (Secale cereale L.), um cereal de inverno que exsuda varios compostos pelas
raizes ou pela decomposi¢@o de suas palhas (Souza & Furtado 2002).

A complexidade que envolve os mecanismos ecologicos em um ambiente natural torna dificil a
distingdo entre a competicao e alelopatia. Essa complexidade leva alguns autores a definir a interagdo
entre plantas como “interferéncia”, seja essa competicdo (fatores abioticos) ou alelopatia (fatores
quimicos produzidos por outro individuo) (Ferreira 2004).

Historicamente, investigacdes de processos alelopaticos sdo iniciadas a partir de observacdes de

campo, as quais sugerem uma modificagdo no padrao de vegetacdo (Einhellig 2002). Em muitos



ecossistemas, as plantas tendem a se estabelecer em conjuntos puros, o que ¢ atribuido a liberagdo de
toxinas da planta, dificultando ou ndo permitindo o estabelecimento de outras espécies em sua
proximidade (Monteiro & Vieira 2003).

Algumas pteridofitas exibem um forte mecanismo de domindncia nas areas onde crescem,
formando associacdes monoespecificas; nestes locais, espécies associadas parecem ser severamente
inibidas e, muitas vezes, excluidas dos “stands” de samambaias (Gleissman & Muller 1972).

As pteridofitas compreendem cerca de 9.000 espécies, distribuidas em 33 familias e 240 géneros.
Nas Américas ocorrem aproximadamente 3.250 espécies, das quais 3.000 nos tropicos (Tryon & Tryon
1982). Elas também sao o maior grupo de plantas depois das fanerogamas e o mais diversificado em
forma e habito.

Sao plantas vasculares sem sementes, com alternancia de geracdes em seu ciclo de vida. A fase
gametofitica ou sexuada ¢ haploide e a fase esporofitica ou assexuada ¢ diploide (Raven 2001).

A distribuicdo de flavondides dentro das plantas vasculares sem sementes segue um padrao
similar as angiospermas. Os filos basais Psilotophyta e Lycophyta s3o caracterizados pela presenca de
flavonas e biflavonas ¢ a total auséncia de proantocianidinas ¢ flavonodis (Cooper-Driver 1980).
Segundo Swain (1979) citado por Cooper-Driver (1980), um notdvel avanco na evolucdo dos
flavonoides em Sphenophyta e Pteridophyta foi a oxidagdo da posicao 3, levando a sintese de flavonois
e proantocianidinas.

Isso foi de fundamental importancia no desenvolvimento e sucesso de plantas vasculares
“primitivas”, uma vez que essas duas classes de compostos apresentaram capacidade protetora contra
herbivoros e patogenos.

Trabalhos de quimiotaxonomia abordando espécies de samambaias revelam que nas familias
basais de Pteridophyta (Osmundaceae, Schizeaceae, Loxomataceae e Gleicheniaceae) estdo presentes

flavondis e antocianidinas, enquanto que em familias derivadas, além desses compostos foram isoladas



flavonas (Pteridaceae, Dennstaedtiaceae, Dryopteridaceae), xantonas (Dryopteridaceae, Aspleniaceae)
e chalconas (Pteridaceae) muitas vezes acumuladas como flavonas-C-glicosideo (Cooper-Driver 1980).

Nas pteridofitas, a distribuicdo de terpendides ndo somente corrobora a avaliagdo dos
flavonodides, como também indica uma afinidade nas familias para as quais os dados de flavonodides
foram inconclusivos. Um dos marcadores em nivel de familia para pteridofitas sdo os triterpendides.
Esses compostos podem ajudar na distingdo entre familias basais e derivadas desde que somente
familias derivadas sdo caracterizadas adicionalmente por cicloartanos, norcicloartanos e ciclolandanos
(Gottileb 1990). Em Gleicheniaceae, foram isolados além dos flavondides quercetina e kaempferol
(Wallace & Markham 1978), diterpendides como (6S, 13S)-clerodano-3,14-diene-6,13-diol e
diterpenodides glicosilados como (6S,13S)-6-O-[B-D-Glu-(1—4)-a-L-Rha]-13-O-[a-L-Rha-(1—4)-B-
D-Fuc]-clerodano-3,14-diene; (6S,135)-6-O-[B-Glu]-13-O-[B-Fuc-(1—>2)-a-Rha]-clerodano-3, 14-
diene (Aoki et al. 1997); 13-O-rhamnopiranosil-(+)-33-hidroximanool (Munesada et al. 1992). Aoki et
al. (1997) e Munesada et al. (1992) verificaram que terpendides isolados de Gleicheniaceae possuem
potencial alelopatico frente a alface.

Extratos aquosos de frondes verdes e senescentes de cinco espécies de Gleicheniaceae:
Dicranopteris flexuosa (Schrad.) Underw., Gleichenia pectinata (Willd.) C. Presl, Sticherus bifidus
(Willd.) Ching, S. nigropaleaceus (Sturm) Prado e S. penniger (Mart.) Copel. apresentaram potencial
alelopatico frente a alface, sendo a influéncia dos extratos de frondes verdes os mais ativos sobre a
germinacdo. Portanto, ¢ possivel que o processo de produgdo e a liberacdo de compostos alelopaticos
nessas espécies ocorra, principalmente, através de tecidos vivos (Soares & Vieira 2000).

Estudos para avaliar o potencial de atividade alelopatica do extrato etandlico de G. pectinata
(Gleicheniaceae) mostraram efeito alelopatico desse vegetal sobre as espécies Lactuca sativa L. ¢

Clidemia hirta (L.) D. Don (Peres et al. 1998).



Para avaliar o potencial alelopatico de determinada espécie utiliza-se como ferramenta os
bioensaios. Segundo Ferreira (2004) as sementes-teste utilizadas em bioensaios podem ser tanto
nativas, quanto cultivadas (mais aconselhavel). Na escolha das espécies teste deve-se contar com
representantes tanto de eudicotiledoneas como de monocotiledoneas.

Comumente sdo usados diasporos de Allium cepa L. (cebola, Liliaceae) e Triticum aestivum L.
(trigo, Poaceae) como representantes de monocotiledoneas e Lactuca sativa L. (alface, Asteraceae) e
Lycopersicom esculentum L. (tomate, Solanaceae) como representantes de eudicotiledoneas (Macias et
al. 2000). As sementes dessas espécies apresentam alta sensibilidade, germinagdo rapida, uniformidade
e ndo apresentam dorméncia. Essas espécies apresentam comportamento diferenciado em resposta a
aplicag@o dos herbicidas sintéticos (Macias 2000, Seingler 1996) .

O género Dicranopteris ¢ um exemplo de vegetacdo que forma “stands” onde poucas espécies
coexistem, podendo essa caracteristica do género ser importante na ecologia quimica desse organismo
(Tet-Vun & Ismail 2006). Dicranopteris linearis (Burm. f.) Underw. é uma das samambaias mais
amplamente distribuidas por todas as partes imidas dos tropicos do Velho Mundo e subtrépicos. E
intolerante a sombra e possui a capacidade de formar densas moitas com mais de trés metros de altura
em locais onde existem clareira e solo oligotropico (Russel et al. 1998).

Esses autores também verificaram em seu trabalho que apos trés anos da remogéo de D. linearis,
40% da area continuava descoberta. Esses autores ressaltam também que esta espécie € especialista por
seu comportamento frente ao uso de nutrientes (cresce em solos pobres) e forma de crescimento (por
expansdo lateral), tornando-se, assim, incomparavel na habilidade de crescer em um lugar rude e
manter a dominancia local.

Outra espécie que apresenta comportamento semelhante é Dicranopteris pectinata (Willd.)
Underw. que coloniza regides de cultivo abandonadas, impondo barreira a regeneracdo dessas areas e

impedindo o processo de sucessdo (Slocum et al. 2004).



Dicranopteris flexuosa (Schrad.) Underw. apresenta ampla distribui¢do por toda a América
Tropical, devendo provavelmente ocorrer em todos os estados do Brasil. Em geral, cresce em locais
abertos e com solo umido (a0 menos temporariamente) tal como grotdes, margens de regatos no
campo, beira de estradas e barrancos em geral, podendo ocorrer em densas formagdes.

As frondes podem atingir aproximadamente trés metros de comprimento, possuindo laminas
pseudodicotdmicas com uma gema dormente na bifurcagdo dos ramos (Windish 1994). Por todas as
caracteristicas peculiares a familia e ao género, D. flexuosa ¢ fonte potencial de aleloquimicos,
podendo auxiliar na descoberta de novos modelos de herbicidas naturais, os quais t€ém uso potencial em
programas de biocontrole de plantas sendo ambientalmente e toxicologicamente mais seguros que
produtos sintéticos. Além disso fitotoxinas naturais exibem maior diversidade quimica em relagdo
aqueles produzidos pela quimica sintética (Duke et al. 2001).

No presente trabalho teve-se como objetivo avaliar o potencial de atividade alelopatica do
extrato etandlico bruto e das fragdes semipurificadas de Dicranopteris flexuosa por meio de bioensaios
de germinagdo e crescimento inicial de alface, L. sativa L. cv. Grand rapids (Asteraceae), tomate, L.
esculentum Mill. cv Santa Clara (Solanaceae) eudicotiledoneas; cebola, A. cepa L. cv. Baia periforme
(Liliaceae) e trigo, T. aestivum L. cv RRS-220 (Poaceae) monocotiledoneas, em laboratorio e do

extrato etandlico bruto em casa de vegetacao.
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ABSTRACT - (Allelopathic potencial of Dicranopteris flexuosa (Schrad) Underw ). This work aimed
to determine the allelopathic potential of crude ethanolic extract and semipurified fractions of
Dicranopteris flexuosa on the germination and the initial growth of Lactuca sativa L. (lettuce),
Lycopersicon esculentum L. (tomato), Allium cepa L. (onion) and Triticum aestivum L. (wheat) in
laboratory and greenhouse bioassays. For the tests carried through in laboratory, three concentrations
(250, 500, 1.000 mg. L") were applied, on four replicates of 50 seeds each. The analysis of the results
indicates a reduction of the speed and/or inhibition of the germination, stimulation of the root growth of
eudicots and a root inhibition in monocots. For the bioassays carried in the greenhouse the plant
materials were applied at the same concentrations of the laboratory bioassays, with eight replicates of
five seeds each. The analysis of the results indicates that the length of the root was affected by the
crude ethanolic extract occurring stimulation on tomato and inhibition on onion and wheat. The aerial
parts dry mass was higher to the lower tested concentration in lettuce and wheat. For the other
evaluated parameters significant differences have not been observed. Although the results are
preliminary, they indicate that the ethanolic extract and the semipurified fractions of D. flexuosa
contain substances that modify the seedlings growth of lettuce, tomato, onion and wheat.

Key words: Allelopathy, ferns, Gleicheniaceae ,Dicranopteris flexuosa.

RESUMO - (Potencial alelopatico de Dicranopteris flexuosa (Schrad) Underw). O objetivo neste
trabalho foi determinar o potencial alelopatico do extrato etandlico bruto e das fragdes semipurificadas



de Dicranopteris flexuosa sobre a germinacdo e o crescimento inicial de Lactuca sativa L.(alface),
Lycopersicon esculentum L. (tomate), Allium cepa L. (cebola) e Triticum aestivum L. (trigo) em
ensaios de laboratorio e de casa de vegetagdo. Nos bioensaios realizados em laboratorio foram
utilizadas trés concentragdes (250, 500, 1000 mg.L™"), com quatro repeti¢des de 50 sementes. A analise
dos resultados indica redugdo da velocidade e/ou inibi¢cdo da germinacdo, estimulo do crescimento da
raiz primaria das eudicotiledoneas e inibi¢ao da raiz adventicia das monocotiledoneas. Nos bioensaios
realizados em casa de vegetacdo foram utilizadas as mesmas concentragdes dos bioensaios em
laboratorio, com oito repeticdes de cinco sementes por vaso. A analise dos resultados indica que o
comprimento da raiz foi afetado pelo extrato etanolico bruto, ocorrendo estimulo em tomate e inibigao
em cebola e trigo. A producdo de massa seca da parte aérea foi estimulada na menor concentragdo em
alface e trigo. Para os demais parametros avaliados nao foram verificadas diferencas significativas.
Embora os resultados sejam preliminares, observa-se que o extrato etanolico e as fragdes
semipurificadas de D. flexuosa contém substincias que interferem no crescimento das plantulas de
alface, tomate, cebola e trigo.

Palavras chave: Alelopatia, samambaias, Gleicheniaceae, Dicranopteris flexuosa.



INTRODUCAO

Uma das principais fungdes dos metabolitos secundarios ¢ a prote¢do dos organismos que 0s
produzem. Essas substancias desempenham as mais diversas fun¢des podendo influenciar as relagdes
com outras plantas (Duringan & Almeida 1993).

Em muitos ecossistemas as plantas tendem a se estabelecer em conjuntos puros, o que ¢ atribuido
a liberagdo de toxinas (aleloquimicos), dificultando ou ndo permitindo o estabelecimento de outras
espécies em sua proximidade. O potencial alelopatico demonstrado por essas espécies pode auxiliar na
busca por herbicidas ambientalmente menos toxicos e mais especificos (Macias et al. 1998).

A Sociedade Internacional de Alelopatia define alelopatia como “A ciéncia que estuda qualquer
processo envolvendo essencialmente os metabodlitos secundarios produzidos pelas plantas, algas,
bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e
biologicos, incluindo efeitos positivos e negativos” (Macias et al. 2000).

Historicamente, investigacdes alelopaticas sdo iniciadas a partir de observacdes de campo, as
quais sugerem uma modificagdo no padrdo de vegetacdo (Einhellig 2002). Esse mecanismo de
dominancia pode ser visualizado em algumas pteridofitas que crescem formando associagdes quase que
puras onde poucas espécies coexistem (Gleissman & Muller 1972). Nestes locais espécies associadas
parecem ser severamente inibidas e, muitas vezes, excluidas dos “stands” de samambaias.

A aparente exclusdo de outras espécies desses ‘“stands” pode estar relacionada a liberacdo de
compostos do metabolismo secundario dessas plantas para o solo. Como exemplo de samambaias que
possuem esse mecanismo destacam-se Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Gliessman & Muller 1978) e as
Gleicheniaceae: Gleichenia pectinata (Willd.) (Peres et al. 1998) e Dicranopteris linearis (Burm. f.)
Underw (Tet-Vun & Ismail 2006).

Dicranopteris linearis ¢ uma das samambaias mais amplamente distribuida por todas as partes
imidas dos tropicos do Velho Mundo e subtropicos. E intolerante a sombra e possui a capacidade de

formar moitas densas com mais de trés metros de altura em locais onde existem clareiras e solo



oligotréfico (Russel et al. 1998). Esses mesmos autores verificaram em seu trabalho que apos trés anos
da remogéo de D. linaris, 40% da area continuava sem nenhuma cobertura vegetal.

Essa espécie igualmente reduz a existéncia de outros vegetais em sua proximidade. Tet-Vun &
Ismail (2006) em trabalho com solo contaminado por D. linearis, verificaram que a tnica diferenca
entre esses € 0 solo testemunha foi o contetido de fenois totais.

Estudos quimicos com Gleicheniaceae revelaram o isolamento dos flavondides quercetina e
kaempferol (Wallace & Markham 1978) além de diterpendides (6S, 13S)-clerodano-3,14-diene-6,13-
diol e diterpendides glicosilados como (6S,13S)-6-O-[3-D-Glu-(1—4)-a-L-Rha]-13-O-[a-L-Rha-
(1>4)-B-D-Fuc]-clerodano 3,14-diene; (6S,13S)-6-O-[B-Glu]-13-O-[B-Fuc-(1—>2)-a-Rha]-clerodano-
3,14-diene (Aoki et al. 1997); 13-O-rhamnopiranosil-(+)-3B-hidroximanool (Munesada et al. 1992).
Aoki et al. (1997) e Munesada et al. (1992) verificaram que terpenoides isolados de Gleicheniaceae
possuem potencial alelopatico sobre alface.

Dicranopteris flexuosa (Schrad.) Underw. (Gleicheniaceae) apresenta ampla distribui¢do por toda
a América Tropical, devendo provavelmente ocorrer em todos os estados do Brasil, crescendo de modo
geral em locais abertos com solo imido e pobre e, predominantemente ocorrendo em densas formagdes
(Windish 1994). Estudos preliminares dos extratos aquosos desta espécie indicaram seu elevado
potencial alelopatico (Soares & Vieira 2000).

Neste trabalho teve-se como objetivo avaliar o potencial de atividade alelopatica do extrato
etandlico bruto e das fra¢des semipurificadas de D. flexuosa por meio de bioensaios de germinagdo e
crescimento inicial de alface, Lactuca sativa L. cv. Grand rapids (Asteraceae) e tomate, Lycopersicon
esculentum Mill. cv Santa Clara (Solanaceae), eudicotiledoneas; e cebola, Allium cepa L. cv. Baia
periforme (Liliaceae) e trigo, Triticum aestivum L. cv RRS-220 (Poaceae) monocotiledoneas; em
laboratorio e do extrato etandlico bruto desta espécie em casa de vegetagao.

MATERIAL E METODOS



Dicranopteris flexuosa foi coletada num fragmento de cerrado na Fazenda Curupi, municipio
de Ponta Pora/MS, tendo por coordenadas geograficas 22° 01’ 30,2” —22°01° 41,17 S e 55°39’ 11,8” —
55°39° 26,2” W, a 62 m de altitude, na rodovia estadual que liga os distritos de Itahum ao municipio
Cabeceira do Apa, em 2001. A espécie foi determinada pela Bidloga Prof. Leila Paes Clemente,
UFMS/CPDO, depositada no Herbario da UFMS, Campo Grande/MS, sob seguintes nimero: nUmero
de tombo.

Apo6s a coleta, o material vegetal foi reduzido a pequenos fragmentos. Posteriormente, D.
flexuosa foi submetida a extragdo através de maceragdo com etanol (m/v, 1:2). Apoés sete dias, foi feito
a filtragem e os materiais s6lidos descartados, sendo o solvente evaporado sob vacuo em evaporador
rotativo, para a obtengdo do extrato etanolico bruto (EEB) de D. flexuosa.

As fragdes foram obtidas por particdo liquido-liquido com solventes de diversos graus de
polaridade (hexano e acetato de etila), obtendo-se as fragdes: hexanica (FH), acetato de etila (FAE) e
etanol-agua (FEA).

Bioensaios de germinagdo e crescimento foram realizados com eudicotiledoneas: alface (L.
sativa L. cv. Grand rapids) e tomate (L. esculentum Mill cv. Santa Clara), e com monocotiledoneas:
cebola (A. cepa L. cv. Baia Periforme) e trigo (T. aestivum L. cv. RRS 220).

O EEB e as fragdes semipurificadas (FH, FAE, FEA) de D. flexuosa foram pesados em
balanca analitica levando-se em conta o teor de umidade e dissolvidas em DMSO (Dimetilsulfoxido) a
0,1% (Dayan 2000) obtendo-se assim a solugdo estoque de 1000 mg.L™'; as concentragdes de 500 e 250
mg.L"' foram obtidas por diluiio. As solugdes foram tamponadas com soluc¢io de MES (Acido 2-
morfolinoetanosulfonico) a 10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0 (Macias et al. 2000) com solugéo de
KOH 0,1N usando-se pHmetro (Digimed DM2).

Foram realizados bioensaios de germinagdo e crescimento inicial com herbicidas comerciais
(Macias et al. 2000). Os herbicidas foram adquiridos no comércio local, sendo esses, para as

eudicotiledoneas: Glifosato 480 Agripec (pos-emergente), Basagran 600 (pds- emergente) e Atrazina



Nortox 500 SC (misto); e para as monocotiledoneas: Glifosato 480 Agripec (pds-emergente), Gesagard
500 SC (pré-emergente), e Poast (pos-emergente).

Todos os herbicidas foram aplicados em concentragdes equivalentes de composto ativo (102M,
10°M e 10*M) (Macias et al. 2000). Para os bioensaios com herbicidas foram aplicados procedimentos
similares aos descritos para o extrato e fragdes de D. flexuosa.

Foram realizados testes preliminares de cromatografia em camada delgada (CCD) em placas
cromatograficas AL TLC silicagel 60 (Merk), a fim de detectar a presenca de terpendides, derivados
fenodlicos e alcaloides no extrato etandlico bruto e nas fragcdes semipurificadas. A revelagdo foi feita
com reagentes indicadores tais como solucdo de vanilina/etanol-H,SO4 1,0% para terpenos, cloreto
férrico 1,0% para derivados fenolicos e reagente de Dragendorff para alcaldides.

O teor de fenois totais das fragdes foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu (Lin & Tang
2007). O acido galico foi utilizado como substancia referéncia. Para a construgdo da curva padrao
foram utilizadas concentragdes que variaram de 25 a 600 pg de acido gélico.

Para a determinagdo do teor de fendis nas amostras do extrato e das fragdes, 5,0 mg de cada
amostra foi dissolvida em 5,0 mL de 4gua destilada. Posteriormente, aliquotas de 1,0 mL dessa solugao
foram transferidas para baldes de 50 mL, sendo acrescentado 30 mL de 4gua destilada, 2,0 mL do
reagente Folin Ciocalteau e apds seis minutos 6,0 mL de uma solucdo de carbonato de sodio (NayCOs)
20%. Completou-se o volume do baldo com dgua destilada.

O branco do sistema foi preparado da mesma forma, contendo todos os reagentes exceto as
amostras das fragdes. As solugdes foram deixadas em repouso a temperatura ambiente e precisamente
apos 1 hora e 30 minutos, fez-se a leitura no espectrofotometro a 760 nm.

Para a quantificagdo do teor de flavondides primeiramente uma curva com quercetina, tomada
como substancia de referéncia, foi construida utilizando-se concentragdes de 5,0 a 300,0 ng. Para a

determinagdo do teor de flavonoides nas amostras das fragdes, foram dissolvidos 8,0 mg do extrato



bruto e das fragdes semipurificadas em 4,0 mL de etanol. Posteriormente, aliquotas de 2,0 mL dessa
solugdo foram transferidos para baldes de 25 mL sendo acrescentado 1,0 mL de cloreto de aluminio
(2,5%), 1,0 mL de acetato de sddio (10%) e completou-se o volume do baldo com etanol.

Como branco foi preparada uma solucao, contendo todos os reagentes, exceto as amostras das
fragdes. Decorridos 40 minutos foi feita a leitura de cada solugdo no espectrofotometro a 425 nm (Lin
& Tang 2007).

Para os bioensaios em laboratério, 5 mL das solugdes testes foram colocadas em placas de
Petri (9,0 cm de diametro) previamente autoclavadas contendo papel filtro Whahtman n. 1 (Macias et
al. 2000). Foram semeadas aleatoriamente sobre cada disco de papel filtro 50 diasporos das espécies-
alvo, distribuidas aleatoriamente, com quatro repeti¢des, conforme Brasil (1992). Como controle,
procedimento similar foi utilizado, porém na auséncia do extrato e fra¢des.

As placas de Petri contendo os diasporos foram levadas a uma camara de germinag¢do (BOD —
marca Eletrolab Modelo L.A), com condigdes de luz (160 W), umidade (= 80%) e temperatura
constantes, adequadas a espécie alvo (Brasil 1992).

A porcentagem de plantulas germinadas foi calculada segundo metodologia descrita por
Labouriau (1983) e o indice de velocidade de germinagdo (IVE) segundo Maguire (1962) citado por
Ferreira (2004). Onde IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + GN/NN. Em que: G1, G2 e GN representam o
nimero de sementes normais germinadas até o enésimo dia. N1, N2 e NN representam o numero de
dias em que se avaliaram as germinagdes G1, G2 e GN.

A avalia¢do da germinagdo foi diaria, tendo como critério a protrusdo da raiz primaria com 2
mm de comprimento. Trés dias apds a protrusdo da raiz primaria foi feita a medida do alongamento
desta e do coledptilo/hipocétilo (dez sementes por placa) utilizando papel milimetrado.

A metodologia adotada nos bioensaios em casa de vegetacdo foi semelhante aquela descrita por

Barbosa et al. (2002). Uma solugdo-estoque do extrato etandlico bruto foi preparada na concentragdo



de 1000 mg.L™" levando-se em consideragéo o teor de 4gua e dissolvido em solugdo nutritiva (Hoagland

& Arnon 1950) e as solucdes nas concentracdes de 500 e 250 mg th foram preparadas por diluigdo.

As solugdes foram tamponadas com solugdo de MES (Acido 2-morfolinoetanosulfonico) a 10
mM, e o pH foi ajustado para 6,0 (Macias et al. 2000) com solugdo de KOH 0,1 N usando pHmetro
(Digimed DM2). Como controle, foi preparada uma solugdo com a mesma composi¢do, mas sem o
EEB. Nesses bioensaios foram utilizadas as mesmas espécies alvo do bioensaio em laboratdrio: alface,
tomate, cebola e trigo.

Antes da semeadura, cada vaso plastico de 0,10 dm? , recebeu 160 g de areia lavada, seca em
estufa a 120 °C e peneirada em peneira numero 4 (diam. 192 mm x 358 mm x 85 mm).

No dia da semeadura, cada vaso foi saturado com a solu¢do contendo os respectivos
tratamentos, até atingir 80% da capacidade de campo (Prates et al. 2000); cinco diasporos de cada
planta-alvo foram colocadas em cada vaso numa profundidade de mais ou menos 1 cm. Os vasos foram
mantidos em casa de vegetagdo a + 25°C, e foram irrigados diariamente com agua destilada, baseando-
se na perda de umidade dos vasos (Prates et al. 2000), ¢ uma vez por semana, uma solu¢ao nutritiva
completa (Hoagland & Arnon 1950) foi aplicada, ao invés de 4gua destilada.

Todos os tratamentos foram replicados oito vezes. Nos bioensaios com herbicidas comerciais
foi utilizada metodologia semelhante a empregada em laboratério, sendo que em casa de vegetagao foi
utilizada apenas a concentragio de 10> M de cada herbicida.

Diariamente, foi anotado o numero de plantulas emersas em cada vaso, para calculo do Indice
de Velocidade de Emergéncia (IVE) e a porcentagem de plantulas emersas. Decorrido 28 dias apds a
semeadura, as plantas foram colhidas, e em seguida retirada toda a areia das raizes com agua.

Posteriormente, avaliou-se o comprimento (cm) da parte aérea e da raiz, sendo essas levadas

para secagem em uma estufa a 60 °C até peso constante para a obtengao da massa seca, em gramas.



No presente trabalho foram desenvolvidos bioensaios com o EEB de D. flexuosa em quatro
concentragdes (0, 250, 500 ¢ 1000 mg.L™"), dispostos em blocos casualizados. Cada parcela constituiu-
se de cinco didsporos para emergéncia e crescimento. A porcentagem de plantulas emersas foi
calculada segundo metodologia descrita por Labouriau (1983) e o indice de velocidade de emergéncia
(IVE) segundo Maguire (1962) citado por Ferreira (2004).

Os dados foram submetidos a andlise estatistica ANOVA (Andlise de varidncia) com nivel de
significancia a = 0,05 quando os testes envolverem compara¢cdo de mais de duas médias e teste de
Dunnet para a comparacdo multipla de duas médias, ou seja, para verificar quais concentragdes das
fragdes e herbicidas aplicados apresentaram diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao controle.

Quando uma das pressuposicdes exigidas pelo modelo paramétrico ndo foi atendida, utilizaram-
se os testes estatisticos ndo paramétricos, Kruskal-Wallis como alternativa para a analise de variancia e
o Mann-Whitney como alternativa para o teste de Dunnet. Todos os resultados foram analisados
considerando o nivel de significancia a = 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

LABORATORIO

Bioensaios de germinacdo - Quanto ao efeito do extrato etanolico bruto (EEB) e das fracdes
semipurificadas hexano (FH), acetato de etila (FAE) e etanol-dgua (FEA) (Tabela 1) sobre a
germinabilidade de alface e tomate verificou-se que somente as sementes de alface submetidas a FH na

concentragio de 1000 mg.L™" apresentaram diferenca (p<0,05) em relagdo ao controle.

O processo global da germinacao ¢ constituido por trés processos parciais: embebicao, ativacao
e crescimento intra seminal. A dificuldade em estabelecer onde o processo comeca e termina faz com
que a determinag¢do da germinacdo seja avaliada por um critério macroscopico: a protrusdo da raiz

primaria (Ranal & Santana 2006).



Esse processo ¢ menos sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento da plantula porém, a
quantificagdo experimental ¢ muito mais simples, pois para cada semente o fendmeno ¢ discreto,
germina ou ndo germina (Ferreira & Aquila 2000). Como a germinabilidade ¢ menos sensivel aos
aleloquimicos, muitas vezes o efeito ¢ sobre outro parametro do processo (Ferreira 2004), como por

exemplo a velocidade de germinacao.

Segundo Maguire (1962), citado por Ranal & Santana (2006), o indice de velocidade de
germinagdo (IVG) ¢ usado para avaliar o vigor das sementes, pois a redu¢do no vigor da semente causa
perda progressiva na capacidade produtiva, com a reducdo na uniformidade da germinagdo (Piia-
Rodriguez et al. 2004).

A “Association of Official Seed Analysts” (AOSA) define vigor de sementes como “a
propriedade da semente que determina o potencial para uma emergéncia rapida e uniforme e para o
desenvolvimento de plantulas normais, sob uma ampla faixa de condi¢des de campo” (Pifia-Rodriguez
et al. 2004).

O vigor ¢ reconhecido como um parametro para a caracterizacdo do potencial fisioldgico das
sementes, indicando a maior ou menor probabilidade de sucesso apds a semeadura (Marcos-Filho
2005). Os testes mais simples para a determinagdo de vigor das sementes sdo os de velocidade de
desenvolvimento, cujos resultados podem ser obtidos pela analise do processo de germinagdo, mais
especificamente, pelo IVG.

Com relacdo ao IVG, neste trabalho, pode-se observar que as sementes de tomate tiveram sua
germinacdo retardada quando submetidas ao EEB, FH e FAE em todas as concentracdes ensaiadas
(Tabela 1). Para alface, o efeito foi observado somente para as concentragdes de 500 ¢ 1000 mg.L". A

FEA ndo alterou o IVG dessas espécies em relagdo ao controle.

A analise dos resultados permite concluir que o EEB e as fragdes FH e FAE afetaram o IVG

(atrasando a germinagdo), entretanto ndo causaram efeito na germinabilidade das espécies alvo



ensaiadas. A FH na maior concentragdo ensaiada atrasou a germinagdo de alface em 63,2% em relacao

ao controle.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de germinabilidade e do IVG das sementes de cebola e
trigo quando mantidas em meio contendo o extrato e fragdes de D. flexuosa. Para cebola, somente a FH
nas maiores concentragdes interferiu na velocidade de germinagdo. A percentagem final de germinagao

nao foi diferente do controle em nenhum caso para essa espécie alvo.

Quanto ao trigo, houve redugdo no IVG em todas as concentragdes do EEB, FH, FAE ¢ FEA.
Embora a germinabilidade seja menos sensivel que os outros parametros analisados, nota-se que em
trigo, ao contrario das outras espécies alvo utilizadas, houve inibicdo da germinagdo dos didsporos

submetidos ao EEB e para a maior concentra¢do das FAE e FEA.

Os resultados obtidos em laboratdrio mostram que o IVG da cebola ndo foi sensivel ao EEB,
FAE e FEA. Esta espécie teste so foi influenciada pela FH. A FEA s6 influenciou o IVG dos didsporos
de trigo. Sendo assim, partindo do pressuposto de que sementes mais vigorosas germinardo mais
rapidamente (Pina-Rodriguez et al. 2004) conclui-se que o EEB, FH e FAE interferem no vigor das
sementes de alface, tomate e trigo atrasando a germinacdo dessas espécies, enquanto a FEA nao

interfere no vigor dessas espécies.

A germinabilidade das eudicotiledoneas ndo foi sensivel aos tratamentos; para as
monocotiledoneas somente o trigo foi sensivel, com exce¢do da FH que ndo inibiu a germinacao dos

didsporos dessa espécie.

Bioensaios de crescimento inicial - Além dos testes de vigor (IVG), os testes biométricos (medida da
raiz primaria e hipocotilo/coledptilo) sdo importantes na determinagdo de mudancas nas plantulas
causadas pelas substancias-teste (Pina-Rodriguez et al. 2004). Analisando-se os dados da Figura 1
constata-se que a FH estimulou o crescimento da raiz primaria de alface e tomate em todas as

concentracdes ensaiadas.



Para as plantulas de alface submetidas as maiores concentragdes do EEB e da FAE também foi
observado o mesmo comportamento. As raizes de alface quando estimuladas pela FH mostravam-se
mais delgadas e compridas, diferentemente das raizes do controle. Foi verificado que o crescimento das
raizes de alface submetidas ao EEB, FH e FAE de D. flexuosa foi dose dependente, quanto maior a

concentracdo maior o estimulo no crescimento da raiz.

O crescimento do hipocétilo de tomate foi alterado em todas as concentra¢des da FH e FAE.
Nas plantulas submetidas a essas fragdes houve inibicdo do crescimento do hipocétilo quando
comparado ao controle. Nenhum impacto significativo foi observado no crescimento do hipocétilo de

alface.

Quanto ao crescimento inicial da raiz adventicia de trigo (Figura 2) observou-se que houve
inibi¢do do crescimento das plantulas submetidas a FH e FEA em todas as concentracdes ensaiadas e
para a maior concentragdo da FAE. Na raiz adventicia de trigo em meio contendo a FH, FAE e FEA foi
observado mesmo comportamento. Além disso, foi verificado que o coleodptilo de trigo submetido ao
EEB, FH e a FEA demonstrou ser dose-dependente, onde quanto maior a concentracao maior a inibi¢ao

observada.

A raiz adventicia de cebola ndo apresentou diferenga significativa em nenhuma situacao
ensaiada. Assim como a raiz adventicia de trigo, o coleoptilo desta espécie também apresentou inibi¢ao
quando submetido a FH e a FEA. Para cebola, as maiores concentracdes da FH e a maior concentragao

do EEB inibiram o crescimento do coleoptilo.

A interferéncia no crescimento da plantula ¢ reflexo do metabolismo (Ranal 2006). As
alteracdes nas plantulas submetidas as substancias ensaiadas podem resultar de efeitos na
permeabilidade da membrana, transcrigdo e tradu¢do do DNA, funcionamento dos mensageiros
secundarios, da respiragdo, por seqiiestro de oxigénio, mudang¢a na conformagdo de enzimas, ou ainda,

da combinagdo desses fatores (Ferreira 2004).



Corroborando com os resultados aqui apresentados, Jacobi & Fleck (2000) observaram inibi¢ao
do crescimento das raizes de trigo submetidas a escopoletina, uma cumarina exsudada de raizes de
Avena spp (aveia). Também foi verificado por Peres et al. (2004) que Adiantopsis radiata (L.) Fée,
Adiantum serratodentatum Humb. & Bonpl. ex Willd. e Pteris denticulata Sw. (Pteridaceae) inibem

tanto o crescimento da raiz primaria quanto do coleoptilo das plantulas de cebola.

Nos ensaios realizados com herbicidas comerciais foi verificado resultado semelhante ao dos
tratamentos utilizados (Tabela 2 e Figura 3). Em alface, o herbicida Atrazina (misto) em todas as
concentragdes ensaiadas, e o herbicida Basagran (pés-emergente) na concentracdo 10> M apresentaram
resultados semelhantes ao extrato e fragdes de D. flexuosa estimulando o crescimento da raiz primaria.
O estimulo maximo (137%) foi observado nas plantulas de alface submetidas ao Basagran. Para a

espécie alvo tomate ndo foram encontradas semelhangas com os herbicidas comerciais utilizados.

Em monocotiledoneas (cebola e trigo), os efeitos dos herbicidas Glifosato (pos-emergente) na
concentracao de 102 Me Gesagard (pré-emergente) na concentragdo de 10°Me 10° M apresentaram
comportamento semelhante ao extrato e fracdes vegetais utilizados. Para cebola, houve inibigdo do

coledptilo e em trigo houve inibicao do crescimento tanto do coleoptilo quanto da raiz adventicia.
CASA DE VEGETACAO

Bioensaios de emergéncia e crescimento de eudicotiledoneas Lactuca sativa L. (alface) e Lycopersicum
esculentum L. (tomate) - Analisando-se os dados de crescimento de raiz das eudicotiledoneas (Figura
4) verificou-se que o EEB de D. flexuosa estimulou significativamente o crescimento da raiz de tomate

em todas as concentracdes ensaiadas.

O crescimento da raiz de alface nao foi influenciado. Geralmente as raizes sdo mais sensiveis a
aleloquimicos do que a parte aérea, mesmo em concentracdes muito baixas, pois sdo mais expostas as

substancias ensaiadas presentes no substrato (Mir6 et al 1998).



A determinag¢do da biomassa seca indicou um incremento na parte aérea de alface de 104%
aproximadamente, na concentragio de 250 mg.L"' (Tabela 3). A alocagdo de biomassa entre os varios
orgaos do vegetal pode ocorrer em resposta a condigdes ambientais (Ninkovic 2003).

Assim como nesse trabalho, Santos (2002) observou que houve aumento na biomassa seca no
caruru de mancha (Amaranthus viridis L.) quando em contato com o extrato de casca de café (Coffea
arabica L.). Ja foram isolados derivados fenolicos em plantas de café, assim como em samambaias,
podendo esses derivados serem os responsaveis por sua atividade bioldgica, uma vez que eles sdo
reportados na literatura com potencialidade alelopatica.

Considerando as duas eudicotiledoneas ensaiadas, alface e tomate, e os parametros porcentagem
final de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE), numero de folhas, crescimento da parte
aérea e biomassa seca da raiz conclui-se que nao diferiram significativamente do controle (Tabela 3).
Bioensaios de germinagdo e crescimento de monocotiledoneas Allium cepa L. (cebola) e Triticum
aestivum L. (trigo) - Dentre as monocotiledoneas o trigo mostrou-se mais sensivel aos tratamentos. O
crescimento da raiz foi inibido pelo EEB (p < 0,05) nas concentracdes de 500 e 1000 mg.L™" (Figura 3).
Em trigo (Tabela 4) também foi observada a redu¢ao do numero de folhas na concentracdo de 1000
mg.L™, entretanto a massa seca da parte aérea foi estimulada significativamente na menor concentragio
ensaiada.

Embora tenha ocorrido a redu¢do do numero de folhas essas podem ter aumentado em
superficie, o que explicaria o aumento da massa seca. Os demais parametros avaliados nao
demonstraram diferencas significativas. O EEB de D. flexuosa nao afetou a emergéncia de trigo assim
como o extrato de Leucaena leucocephala Lam. de Witt obtido com agua fria ndo afetou a germinagao
¢ o crescimento de plantas de milho, ambas Poaceae (Prates et al. 2000).

Nas plantulas de cebola (Figura 4) houve inibicdo significativa da raiz em 30% na maior
concentracdo ensaiada. Os outros parametros avaliados ndo apresentaram diferencas significativas

(Tabela 4).



Resultados semelhantes foram obtidos com frutos de erva-mate (llex paraguariensis St. Hill.)
incorporados ao solo, que também nao afetaram a emergéncia de milho (Mird 1998). Ao contrario,
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn em experimentos em casa de vegetagdo reduziu a emergéncia de Rubus
parviflorus Nutt., R. spectabilis Pursh e Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco, mas ndo o crescimento
do vegetal (Stewart 1975).

No presente trabalho, comparagdes com o controle sugerem que o EEB de D. flexuosa afeta o
crescimento da raiz de tomate, cebola e trigo, mas ndo afeta a percentagem de emergéncia e o IVE de
nenhuma das espécies ensaiadas.

Nos ensaios realizados em casa de vegetacdo com herbicidas comerciais verificaram-se
resultados pouco semelhantes ao dos tratamentos utilizados (Tabela 3 e 4). As raizes de cebola e trigo
foram inibidas tanto pelos herbicidas quanto pelo EEB, embora os herbicidas tenham apresentado
resultados mais acentuados.

Os herbicidas comerciais utilizados sdo compostos de natureza quimica e fisioldgica conhecida,
ja o EEB apresenta uma mistura de classes quimicas sendo desconhecida qual(is) a(s) substancia(s) que
provoca(m) o efeito alelopatico e como ela(s) atua(m) na espécie alvo.

Além disso, a concentragdo do composto ativo no herbicida ¢ superior a concentragdo da(s)
potencial(is) substancia(s) alelopatica(s) contida(s) no extrato e fragoes.

Os efeitos alelopaticos sob condi¢des de casa de vegetagdo sdo, geralmente, muito menores do
que o impacto gerado em ensaios conduzidos em laboratorio. As diferencas observadas entre situagdes
de laboratorio e casa de vegetagdo ocorrem porque, na manifestacao da alelopatia, a substancia liberada
pode, a exemplo dos herbicidas, estar sujeita a processos de retencao e transporte.

Apesar disso, semelhangas entre os resultados obtidos em laboratorio e em casa de vegetacao
foram observadas. O crescimento da raiz primdria de trigo tanto em laboratorio quanto em casa de
vegetacdo sofreu interferéncia do EEB, havendo inibicdo do crescimento na maior concentragdo

ensaiada.



Alface e tomate, em laboratdrio e casa de vegetagdo nao sofreram alteragdes no comprimento da
parte aérea. Foi observado também que a raiz sofreu maior influéncia das substancias ensaiadas do que
0s outros parametros analisados.

ANALISE QUIMICA

Resultados de cromatografia em camada delgada (CCD) do EEB e das fragdes semipurificadas de
D. flexuosa sugerem a presenca de terpenos no EEB e na FH, presenga de compostos fendlicos tanto no
EEB quanto na FAE e auséncia de alcaldides tanto no EEB quanto nas fragdes. A presenca de terpenos
no EEB e na FH corrobora com Aoki et al. (1997) e Munesada et al. (1992) que isolaram terpenos de
Gleichenia pectinata, Dicranopteris linearis ¢ D. pedata (Gleicheniaceae) os quais apresentaram
potencial alelopatico para alface.

Nos testes realizados para a determinacdo de fendis totais chegou-se a valores de 78 pg de
equivalentes de acido galico por miligrama de EEB. Dentre as fragdes, a que apresentou maior valor foi
a FAE (180 pg de equivalente acido galico.mg™), seguida da FH (41 pg de equivalentes acido
galico.mg™) e FEA (34 ug de equivalentes 4cido galico.mg™).

Para a determinag¢do do conteudo de flavondides o EEB apresentou 37 pug de equivalentes de
quercetina.mg”. As FH, FAE e FEA apresentaram, respectivamente, valores de 38, 38 e 17 pg de
equivalentes de quercetina.mg™.

Compostos fenodlicos como acido ferulico, p-cumadrico, p-hidroxibenzdico e vanilico sdo produtos
do metabolismo secundario isolados de Pteridium aquilinum com atividade alelopatica ja reportada na
literatura (Cooper-Driver 1980). Em milho, compostos fenolicos sdo produzidos nas folhas, raizes e
pélen e apresentam efeitos negativos em outros vegetais (Santos 2003).

A distribuicdo de flavondides dentro das plantas vasculares sem sementes segue um padrao
similar as angiospermas. Os filos basais Psilotophyta e Lycophyta sdo caracterizados pela presenca de

flavonas e biflavonas e a total auséncia de proantocianidinas e flavonois.



Segundo Swain (1979) citado por Cooper-Driver (1980) um notavel avanco na evolucdao dos
flavonoides, em ambas e Sphenophyta e Pteridophyta, foi a oxidagdo da posi¢do 3 levando a sintese de
flavondis e proantocianidinas. Isso foi de fundamental importancia no desenvolvimento e sucesso de
plantas vasculares “primitivas”, desde que ambas as classes de compostos sdo relatadas com
capacidade protetora contra herbivoros e patdgenos (Cooper-Driver 1980).

Segundo Gottlieb (1987) os taninos condensados estdo presentes em 92% dos géneros de
samambaias examinados, além de metilenobisfloroglucinois, indanonas sesquiterpenodais e ecdisonas
triterpenodais, que sdo substidncias do metabolismo secundario utilizadas para protecdo contra
predadadores e patdogenos.

O potencial alelopatico de Dicranopteris flexuosa foi evidenciado no presente trabalho pela
redu¢do da velocidade e/ou inibi¢do da germinag¢do das sementes alvo ensaiadas, bem como por
modificagdes no crescimento, tais como estimulo e/ou inibi¢do do crescimento radicular e inibicdo do
crescimento do hipocotilo/coledptilo.

Com base nos resultados descritos, € provavel que as substancias do metabolismo secundario de
Dicranopteris flexuosa podem estar relacionadas a sua capacidade em inibir espécies vegetais e
dominar ambientes degradados, oferecendo possibilidade de descoberta de novos herbicidas derivados

de fitotoxinas vegetais.
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TABELA 1
Tabela 1. Efeito do extrato etandlico bruto (EEB), fragdes semipurificadas de Dicranopteris flexuosa
no indice de velocidade de germinagdo (IVG) e na germinabilidade de alface, tomate, cebola e trigo em
laboratorio.

ALFACE indice de velocidade de germinacéo (1VG)
controle 250 mg.L™ 500 mg.L™ 1000 mg.L™
Extrato Etanélico Bruto 33,7+1,68 32,3 42,53 253*+0,71 26,3* + 0,44
Fragdo Hexano 33,7+1,68 31,6 +2,51 20,1%* + 3,16 12,4% £2 45
Fracdo Acetato de Etila 33,7+1,68 354"+ 1,32 25,3*% +£ 2,50 28,0% +£ 0,79
Fracdo Etanol Agua 33,7+1,68 36,1™ + 1,31 34,9+ 1,11 35,5+ 1,07
Germinabilidade (%)
Extrato Etanolico Bruto 99,5+ 1,00 99,5™ + 1,00 99,0™ + 1,15 98,5 + 1,91
Fracao Hexano 99,5+ 1,00 98,5 + 3,00 94,5 +2.52 84,0* £ 8,16
Fragdo Acetato de Etila 99,5+ 1,00 98,5 + 1,91 89,0 +9,31 97,5+ 1,91
Fragio Etanol Agua 99,5+ 1,00 98,5 + 3,00 99,0 + 1,15 97,5+ 1,91
TOMATE indice de velocidade de germinacio(IVG)
Controle 250 mg.L™ 500 mg.L™ 1000 mg.L™
Extrato Etanolico Bruto 15,2+0,75 13,5+ 0,67 14,1* £ 0,27 12,8*% £ 1,01
Frac¢do Hexano 15,2 +0,75 13,7 £0,48 13,2* + 0,40 11,6* + 0,92
Fracdo Acetato de Etila 15,2+ 0,75 13,3* + 0,69 13,7 £ 0,76 12,8% £ 0,59
Fragdo Etanol Agua 15,2 +£0,75 15,0 £ 1,26 14,1™ +£ 0,53 14,2™ £ 0,50
Germinabilidade (%)
Extrato Etanolico Bruto 90,5 + 4,40 88,5 + 3,04 92,5 +£1,90 76,5™ £ 7,55
Fracdo Hexano 90,5 + 4,40 93,5+ 4,10 92,5™ 4+ 1,90 90,0™ + 4,90
Fragdo Acetato de Etila 90,5 + 4,40 89,5™ + 3,78 94,0™ + 4,32 93,0™ + 3,82
Fracdo Etanol Agua 90,5 + 4,40 94,5™ + 3.40 91,0™ + 5,30 88,0™ + 1,60
CEBOLA indice de velocidade de germinacéo (1VG)
Controle 250 mg.L™ 500 mg.L™" 1000 mg.L™
Extrato Etandlico Bruto 7,9 +7.11 7,8 £ 0,45 74" £0,56 7,0 £ 0,89
Fragdo Hexano 79+7,11 7,5 +£0,59 6,2*+0,77 6,1* £0,56
Fragdo Acetato de Etila 79+7,11 7,5 +£0,52 7,3 +£1,01 6,9 +£0,74
Fragdo Etanol Agua 7,9+7,11 7,8™ +0,82 7,5™ +1,25 7,1™ £ 0,63
Germinabilidade (%)
Extrato Etanolico Bruto 88,0 £9,09 83,5+ 4,43 80,0™ + 2,82 76,5" £ 7,55
Fra¢do Hexano 88,0 £9,09 90,0™ £ 5,41 77,0 £ 4,76 76,5™ £ 6,80
Fra¢do Acetato de Etila 88,0 £9,09 84,0 £ 4,61 83,0+ 7,57 78,5™ £ 4,72
Fragdo Etanol Agua 88,0 £ 9,09 89,0™ & 2,58 80,5™ + 1,91 77,5 + 4,12
TRIGO indice de velocidade de germinacio(1VG)
Controle 250 mg.L™ 500 mg.L™ 1000 mg.L™
Extrato Etanélico Bruto 13,9+ 0,52 11,6* £ 0,73 11,4% £ 1,57 10,4* £ 0,26
Fragdo Hexano 13,9+ 0,52 11,6* + 1,08 10,8% £ 0,27 10,9* + 0,68
Fracdo Acetato de Etila 13,9 £0,52 11,8+ 0,92 11,4% £ 1,42 10,1* £ 0,98
Fragdo Etanol Agua 13,9+ 0,52 12,1* £ 0,20 12,1% £ 0,20 11,1* £ 0,10
Germinabilidade (%)
Extrato Etanolico Bruto 81,0 +2,58 71,05 +£2,00  70,5*% + 10,50 69,5% + 1,00
Fracdo Hexano 81,0 2,58 7458 +£443 73,5+ 3,00 75,0 + 5,77
Fragdo Acetato de Etila 81,0+2,58 74,5™ +3.42 76,5+ 8,06 66,5* £ 7,55
Fracdo Etanol Agua 81,0+2,58 80,0™ + 2,83 76,0+ 432 69,0* +£ 2,00




Cont.
* A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média do controle,
pelo teste de Dunnett. A média do tratamento ndo difere significativamente da média do controle; p >

0,05. '"Média + Desvio padrio.



TABELA 2

Tabela 2. Efeito dos herbicidas comerciais no indice de velocidade de germinag¢do (IVG) e na
germinabilidade (%) de alface, tomate, cebola e trigo em laboratorio.

ALFACE indice de velocidade de germinacéo (1IVG)
Controle 10 M 107 M 10" M
Glifosato 45,85+ 1,51 41,13% £ 2,53 46,80™ £ 0,96 46,93™ £ 0,68
Basagran 45,85+ 1,51 4.60% £1,08  42,31™+£3,02 45,50™ +2.61
Atrazina 4585+ 1,51  43,92"+1,04  40,94™ £ 5,40 44,55™ + 1,63
Germinabilidade (%)
Glifosato 98,0 + 2,8 97,5 + 3,0 100,0™ + 0,0 100,0™ £ 0,0
Basagran 98,0 £2,8 43 5% + 11,4 97,0 £ 6,0 99,5 £ 1,0
Atrazina 98,0+ 2.8 98,0 £ 1,6 97,5 +£1,9 98,5+ 1,9
TOMATE indice de velocidade de germinacéo (1VG)
Controle 10% M 10° M 10* M
Glifosato 14,24 + 0,93 14,95 £0,71 14,38™ £ 0,98 15,07 £ 0,81
Basagran 14,24 + 0,93 5,20% £0,90 10,68* + 0,85 10,50* £ 1,37
Atrazina 14,24 £ 0,93 10,51% £ 1,04 10,44* £0,92 9,84% £0,77
Germinabilidade (%)"
Glifosato 88,5+5,0 96,5 £ 3,4 89,0 £ 7,0 92,0+ 3,7
Basagran 88,5+5,0 59,0% + 7.4 92,0 +£6,7 88,0 £ 9,7
Atrazina 88,5+ 35,0 91,0 + 10,1 89,5+ 6,8 83,5 £ 6,6
CEBOLA indice de velocidade de germinacéo (1VG)
controle 10* M 10°M 10*M
Glifosato 5,99 +£0,72 4,85 +£0,79 6,17" + 0,84 6,58" + 0,98
Gesagard 5,99 £0,72 4,83 + 1,05 6,13 +0,84 7,48% £ 0,35
Poast 5,99 +0,72 0,25% +£0,20 5,65+ 0,42 7,04% + 0,34
Germinabilidade (%)
Glifosato 66,5+5,70  273*+ 3730 33,3* £4,30 34,8%+ 5,40
Gesagard 66,5 +5,70 57,5™ £ 12,60 68,5™ £ 4,40 79,5™ £ 3,40
Poast 66,5 + 5,70 3.0%+ 2,60 61,0™ + 3,80 72,0™ £ 5,90
TRIGO indice de velocidade de germinacdo (1IVG)
Controle 10 M 10° M 10" M
Glifosato 9,35+0,72 2,49% + 0,66 7,74% +0,77 9,66™ + 0,72
Gesagard 9,35+0,72 8,33+ 0,89 8,64™+ 1,24 9,55™ + 0,59
Poast 9,35+0,72 3,01% £ 0,91 9,78" + 1,03 10,47™ + 0,55
Germinabilidade (%)
Glifosato 65,5+ 5,0 27,0% £ 8,10 56,5+ 7,20 64,0™ + 4,30
Gesagard 65,5+5,0 650 +7,40  62,5"+ 10,60 68,5™ + 5,30
Poast 65,5+5,0 31,0% +£7,70 67,5+ 5,00 71,0™ £ 6,20

* A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média do controle,
pelo teste de Dunnett. “A média do tratamento néo difere significativamente da média do controle; p >
0,05. 'Média + Desvio padrio.



TABELA 3

Tabela 3. Efeito do extrato etandlico bruto de Dicranopteris flexuosa e dos herbicidas comerciais na

emergéncia e no crescimento de alface e de tomate em casa de vegetacao.

ALFACE Controle 250 mg.L* 500 mg.L™ 1.000 mg.L™
Emergéncia % 55,0+ 9,26 55,0™ + 23,30 40,0™ + 23,90 45,0™ +29,76
IVE 0,37 £ 0,065 0,34™ + 0,148 023™+0,152 0,23 +0,166
Altura da planta 1,79 + 0,40 2,03™ £ 0,39 1,80™ + 0,75 1,43™ + 0,64
(cm)

Numero de folhas 3,68 £0,66 4,13 £ 0,59 3,86™ £ 0,47 3,93+ 0,40
Peso seco/parte 0,0044 +0,0016  0,0090 * +0,0042 0,0040 ns 0,0043 ns
aérea (9) +0,0026 +0,0027
Peso seco/ raiz (g) 0,0026 +0,0016  0,0038™ +0,0033  0,0043™ + 0,0045 0,0018™

+0,0025

TOMATE Controle 250 mg.L*! 500 mg.L™ 1000 mg.L™
Emergéncia % 67,5+21,2 67,5 +£21,2 60,0 + 18,5 45,0 £23,3
IVE 0,28 £ 0,078 0,31™+ 0,097 0,27™ + 0,079 0,21™ + 0,096
Altura da planta 6,41 £2,28 8,15™ +1,07 7,49™ + 0,96 6,36 £ 1,12
(cm)

NGmero de folhas 3,76 + 0,98 4,35™ + 0,24 433" + 0,49 4,67 +0,72
Massa seca/parte  0,0170 +0,0055  0,0262™+ 0,0059 0,0243™ +0,0108 0,0242™ +
aérea (Q) 0,0203
Massa seca /raiz 0,0094 £ 0,0023  0,0166™+0,0056 0,0182™+0,0118 0,0156™ £
(9) 0,1118
ALFACE Controle Glifosato 10°M  Atrazina10°M  Basagran 10™
M
Emergéncia % 55,0 £9,26 20,0% £ 15,11 67,5% £2121  27,5% £21.21
IVE 0,37+ 0,065 0,16* +£0,0130 0,44* + 0,160 0,12* + 0,984
Altura da planta 1,79 £ 0,40 0,61%* + 0,45 00* + 00 00* + 00
(cm)
Numero de folhas 3,68 £ 0,66 0,50* + 0,92 00 * +00 00 * £00
Massa seca /parte  0,0044 +0,0016 0,00145% + 00* + 00 00* + 00
aerea (9) 0,0021
Massa seca /raiz ~ 0,0026 + 0,0016 0,00025%* + 00* + 00 00* + 00
(9) 0,0001
Comprimento 3,90 + 0,80 0,13* +£0,23 00* + 00 00* + 00
raiz (cm)
TOMATE Controle Glifosato 10° M Atrazina10°M  Basagran 10™
M

Emergéncia % 67,5 £21,2 40,0* + 18,51 35,0 £25,63  35,0% +£20,70
IVE 0,28 + 0,078 0,16* + 0,075 0,17% £ 0,121  0,14* £0,077
Altura da planta 6,41+2,28 2,51% £0,82 2,37%£0,85  1,97* 0,86
(cm)

Nuamero de folhas 3,76 £ 0,98 1,75*% £ 0,70 0,25*% + 0,70 1,25% £ 1,03
Massa seca /parte  0,0170 + 0,0055 0,00115* + 0,00080%* + 0,00063* +
aerea (9) 0,0003 0,0000 0,0004




Massa seca /raiz ~ 0,0094 +0,0023  0,00010* + 0,00 0,00010* +  0,00029*+0,00

(9) 0,0000 02
Comp. raiz (cm) 4,19 £ 1,48 1,18% £ 0,61 0,39%* + 0,50 1,45%+1,27
Cont.

* A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média do controle,
pelo teste de Dunnett. “A média do tratamento néo difere significativamente da média do controle; p >
0,05. 'Média + Desvio padréo.



TABELA 4

Tabela 4. Efeito do extrato etandlico bruto de Dicranopteris flexuosa e dos herbicidas comerciais na

emergéncia e no crescimento de cebola e trigo em casa de vegetagao.

CEBOLA Controle 250 mg.L" 500 mg.L™" 1000 mg.L™
Emergéncia % 55,0+ 29,8 52,5 £14,9 57,5 ns £29,2 60,0 ns £28,3
IVE 0,27 £0,16 0,22™ +0,07 026 ns £0,13 0,27 ns £0,13
Altura da planta 9,67+2,59 9,68™ £2.05 10,09 ns +1,04 9,70 ns £1,27
(cm)

Numero de folhas 1,62 +£ 0,33 1,74™ £0,39 1,76 ns £0,28 1,85 ns £0,21
Peso seco da 0,0010 £0,0008 0,0018™ +0,0006 0,0019™ +0,0008 0,0038™ £
parte aérea (g) 0,0070
Peso seco da raiz  0,0002 +0,0002 0,0002™ + 0,0002 0,0003™ + 0,0001 0,0001™ £
(9) 0,0001

TRIGO Controle 250 mg.L™* 500 mg.L™" 1000 mg.L™"
Emergéncia % 65,0 +27,8 62,5 £22.5 62,5 £27,1 67,5 £ 183
IVE 0,46 £ 0,23 0,62™ + 0,23 0,54™ + 0,24 0,54™ + 0,16
Altura da planta 3,55+ 047 3,79 +£ 0,51 4,04™ +£ 0,41 3,68+ 0,41
(cm)

Numero de folhas 3,42+0,21 3,35 +£0,32 3,03 £0,28 3,01*+ 0,50
Massa seca/parte  0,0274 +0,0049  0,0364*+0,0042 0,0335™ +0,0054 0,0288™ +
aérea (9) 0,0074
Massa seca/ raiz 0,0200+0,0038 0,0311™+0,0104 0,0231 ™ +0,0072 0,0230™
(9) +0,0088

CEBOLA Controle Glifosato 10° M Gesagard 10°M  Poast 10° M
Emergéncia % 55,0+29.8 20,0* + 10,69 40,0* £ 15,12 20,0% £15,12
IVE 0,27+0,16 0,06* £ 0,03 0,15* +0,08 0,06 + 0,05
Altura da planta 9,67 +2,59 1,66% + 1,23 3,89% £1,94  0,00% +0,00
(cm)

NUmero de folhas 1,62 +0,33 0,50* + 0,53 0,75* + 0,46 0,00* + 0,00
Massa seca/parte  0,0010 +0,0008 0,0001* +0,0001 0,0009% +0,0002  0,00* + 0,00
aérea (9)

Massa seca/raiz 0,0002 £ 0,0002 0,00007* + 0,00007* + 0,00* + 0,00
(9) 0,0001 0,0001

Comprimento 221144 0,19% +0,22 0,94 + 0,82 0,00* + 0,00
raiz (cm)

TRIGO Controle Glifosato 10° M  Gesagard 10°M  Poast 10° M
Emergéncia % 65,0 +£27,8 0,00* + 0,00 52,5% + 14,8 0,00* + 0,00
IVE 0,46 +0,23 0,00* + 0,00 0,46* +£0,17 0,00* + 0,00
Altura da planta 3,55+ 0,47 0,42% £0,75 3,10¥£0,44  0,00% = 0,00
(cm)

Nuamero de folhas 3,42+0,21 0,00* + 0,00 2,76* + 1,56 0,00* + 0,00
Massa seca/parte  0,0274 +0,0049  0,0116* + 0,0035 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00
aérea (9)

Massa seca/raiz 0,0200 + 0,0038  0,0041%* +0,0013 0,00* + 0,00 0,00* + 0,00

@)




Comp. raiz (cm) 16,74 £ 3,61 0,00* + 0,00 3,39% £ 1,27 0,00% £ 0,00

Cont.

* A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacao com a média do controle,
pelo teste de Dunnett. A média do tratamento ndo difere significativamente da média do controle; p >
0,05. '"Média + Desvio padrio.
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Figura 1. Efeito do EEB, FH, FAE e FEA de Dicranopteris flexuosa no crescimento médio da raiz
primaria ¢ do hipocotilo de alface e tomate em laboratorio. *A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparagdao com a média do controle, pelo teste de Dunnett.
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Figura 2. Efeito do EEB, FH, FAE e FEA de Dicranopteris flexuosa no crescimento médio da raiz
adventicia e do hipocoétilo de cebola e trigo em laboratorio. *A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparagdao com a média do controle, pelo teste de Dunnett.
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Figura 3. Efeito dos herbicidas comerciais no crescimento médio da raiz primaria/adventicia e do
hipocotilo/coledptilo de alface, tomate, cebola e trigo em laboratdrio. *A média do tratamento difere
significativamente (p < 0,05) em comparacao com a média do controle, pelo teste de Dunnett.
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Figura 4. Efeito do EEB de Dicranopteris flexuosa no crescimento médio da raiz de alface, tomate,
cebola e trigo em casa de vegetacdo. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em
comparacao com a média do controle, pelo teste de Dunnett.



CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nesta dissertacdo, observa-se que uma das estratégias para a
descoberta de fitotoxinas naturais estd baseada na ecologia quimica do organismo. Os bioensaios
monitorados sdo uma ferramenta de fundamental importancia para o isolamento de substancias
bioativas.

A capacidade de D. flexuosa formar densas e uniformes populagdes limitando ou dificultando o
desenvolvimento de outras espécies foi o ponto base para o estudo do potencial alelopatico desta
espécie.

O fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) com solventes de diferentes polaridades
levou a separagdao de grupos quimicos. Apds o fracionamento do EEB, a Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) auxiliou na detecgdo das classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato e nas
fragdes ensaiadas.

Na fracao hexanica (FH) foi verificada a presenca de terpenos e na fragdo acetato de etila (FAE)
foi verificada presenca de compostos fenolicos. Ambos os grupos quimicos sao reportados na literatura
como agentes alelopaticos em pteridofitas.

Os aleloquimicos podem ser seletivos em suas agdes ¢ as plantas podem ser seletivas em suas
respostas, por esse motivo ¢ dificil sintetizar o modo de acdo desses compostos. Em geral, as
monocotiledoneas ensaiadas foram mais afetadas pelas FAE e FEA. Neste trabalho foi observado que a
FEA mostrou resultados mais acentuados em trigo, sendo que essa inibiu a germinagdo, o crescimento
da raiz primaria e do coleoptilo e, diminuiu o vigor das sementes dessa espécie.

Para as eudicotiledoneas ensaiadas, as FH e FAE demonstraram resultados mais promissores,
diminuindo o vigor das sementes e estimulando o crescimento da raiz primaria de alface e tomate.
Essas espécies possivelmente apresentam comportamento diferenciado em resposta ao extrato e fragdes

de D. flexuosa, assim como diferem na resposta aos herbicidas sintéticos.



Os efeitos alelopaticos sob condi¢des de casa de vegetagdo sdo, geralmente, muito menores do
que o impacto gerado em ensaios conduzidos em laboratorio. As diferencas observadas entre situagdes
de laboratorio e casa de vegetacdo ocorrem porque, na manifestacao da alelopatia, a substancia liberada

pode, a exemplo dos herbicidas, estar sujeita a processos de retencao e transporte.

Novas pesquisas devem dar continuidade ao presente trabalho, principalmente através do
isolamento e identificacdo dos compostos, uma vez que os resultados dessa pesquisa sugerem,
Dicranopteris flexuosa como uma fonte bioldgica com potencial produgdo de fitotoxinas, podendo ser

util na descoberta de novos modelos de herbicidas naturais.
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