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Resumo

Brunes, André Pich. Manejo de plantas daninhas da cultura do arroz irrigado
através de extratos alelopaticos e agentes bioldgicos, 2012. 69f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial alelopatico do extrato aquoso de folhas
de diferentes cultivares de arroz irrigado na germinagédo e no vigor de sementes de
milh&, angiquinho e arroz-vermelho e pesquisar a micobiota infestante de Sagittaria
montevidensis, a fim identificar espécies de fungos fitopatogénicos com potencial
para atuacdo como bioherbicida e verificar sua especificidade quanto & cultura do
arroz irrigado. O primeiro experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes, em esquema fatorial, onde o fator A testou
extrato de folhas frescas das cultivares de arroz (BRS Queréncia, Irga 424, Roxinho
e Cica 07) e o fator B comparou concentracdes do extrato (0, 25, 50, 75 e 100%).
Avaliaram-se a germinagdo, primeira contagem da germinacao, indice de velocidade
de germinacdo, comprimento da parte aérea e de raiz e massa seca da parte aérea
e de raiz. No segundo experimento o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes, sendo os tratamentos arranjados
em esquema fatorial onde o fator A foi composto por duas espécies de fungos
(Fusarium semitectum e oxyosporum), isolados previamente das lesGes encontradas
nas plantas coletadas durante a fase de levantamento na regido orizicola de Pelotas
e o fator B comparou seis niveis de concentracdo de esporos (0:1x10% 1x10* 1x10°;
1x10° e 1x10’ esporos mlt) aplicados no estadio em que as plantas de sagitaria
apresentavam uma folha sagitada e nas plantas de arroz no estadio de
desenvolvimento R4. Extratos de folhas de arroz das cultivares Cica 07, Queréncia,
Roxinho e Irga 424 em elevadas concentracfes, reduzem a germinacao e o vigor de
sementes de milhd e angiquinho. Os isolados de F. oxyosporum e F. semitectum
ndo sdo efetivos no controle de S. montevidensis quando aplicados de forma
singular e no estadio fenoldgico de plantula com uma folha sagitada, entretanto,
quando aplicados na fase de floracdo das plantas de arroz irrigado, causam perdas
de produtvidade e reducdo no comprimento radicular.

Palawas—chave: Oryza sativa, Aeschynomene sp., Digitaria sp., Sagittaria

montevidensis.



Abstract

Brunes, André Pich. Weed management of rice culture by allelopathic extracts
and biological agents, 2012. 69f. Master of Seed and Science Tecnology —
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The objective of this study was to evaluate the allelopathic potential of aqueous
extract of leaves of different rice cultivars in germination and seed vigor of weeds
Digitaria, Aeschynomene and red rice and search the mycoflora of S. montevidensis
in order to identify species of pathogenic fungi with the potential to act as
bioherbicide and verify their specificity as to plants of irrigated rice. The first
experiment was conducted in a completely randomized design with four replications
in a factorial design, where the first factor tested of fresh leaves of rice cultivars (BRS
Queréncia, Irga 424, Roxinho and Cica 07) and factor B concentrations of the extract
compared (0, 25, 50, 75 and 100%). Evaluations of germination, first count of
germination, velocity of germination, shoot length and root, dry mass of shoot and
root. In the second experiment, the experimental design was completely randomized
with five replications and the treatments arranged in a factorial design where the first
factor was composed of two species of fungi (Fusarium semitectum and Fusarium
oxyosporum), previously isolated from lesions found in plants collected during phase
of suvery in the region of Pelotas paddy and factor B compared six levels of Spore
concentration (0, 1x10°, 1x10% 1x10° 1x10° 1x10’ spores ml?') applied at the
stadium where the plants had a leaf arrowhead and sagittate in rice plants at growth
stage R4. Extracts from leaves of rice cultivars Cica 07, Queréncia, Roxinho and Irga
424, in high concentrations, reduce germination and seed vigor of Digitaria and
Aeschynomene. The isolates of F. oxyosporum and F. semitectum are not effective in
controlling S. montevidensis when applied in a unigue way and the developmental
stage of seedling leaf with a sagittate, however, when applied at flowering stage of
rice plants, and cause losses in yield and reduction in root length.Keywords: Oryza
sativa, Aeschynomene sp., Digitaria sp., Sagittaria montevidensis.
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1. Introducéo Geral

O arroz é um dos principais cereais consumidos pelo homem, representando
cerca de 30% da producdo mundial de grédos (YADAV e JINDAL, 2008;
LUANGMALAWAT et al., 2008). O Brasil destaca-se como grande produtor com uma
producdo na safra 2011/12 de 11,8 milhdes de toneladas, sendo que o Rio Grande
do Sul produziu 7,74 milhdes de toneladas, o equivalente a aproximadamente 65%
da producéo, sendo o maior produtor do Pais (CONAB, 2012).

Entre os fatores bidticos que podem vir a limitar o potencial de produtividade
do arroz irrigado, destaca-se a interferéncia ocasionada pelas plantas daninhas,
principalmente aquelas habituadas a sobreviverem em ambiente inundado
(AGOSTINETTO et al,, 2010). As plantas daninhas sdo responsaveis por perdas
substanciais de produtividade das culturas, quando ndo sao corretamente
manejadas (CONCENCO et al., 2008). A diversidade de espécies, aliada a alta
infestagdo, dificulta o controle, ocasiona problemas durante o cultivo, facilita o
acamamento da cultura e dificulta outros tratos culturais, além de causar maiores
perdas na colheita (FLECK et al, 2004). Na auséncia de controle de plantas
daninhas, a reducédo na produtividade de grdos da cultura do arroz pode alcancar 80
a 90% (ANDRES e MACHADO, 2004).

Para controle de plantas daninhas, o método comumente utilizado € o quimico
e poucos mecanismos de acdo de herbicidas séo utiizados em arroz, sendo os
inibidores de acetolactatosintase (ALS) e acetil coenzima A carboxilase (ACCase) 0s
grupos frequentes. Em vista disso, a resisténcia a herbicidas tornou-se um problema
grave e generalizado em muitas areas, envolvendo diversos grupos quimicos
(VALVERDE e [TOH, 2001).

O desenvolvimento de resisténcia a herbicidas € um processo evolutivo

impulsionado principalmente pela pressdo de selecdo imposta pelo herbicida
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(eficacia, persisténcia e frequéncia da aplicacdo), a frequéncia do gene inicial e
aptiddo dos bidtipos resistentes e suscetiveis (TABACCHI et al., 2004). A maioria
dos bidtipos resistentes evoluiram em situacbes em que a rotacdo de culturas e/ou
modos de acao de herbicidas estavam ausentes ou limitados (HEAP e LEBARON,
2001).

O controle de plantas daninhas através de organismos Vivos, como
bioherbicidas, ou com o uso de extratos alelopaticos da prépria cultura, além de
apresentarem-se menos nocivos ao ambiente, em relacdo ao controle quimico,
podem ser alternativas viaveis de controle, auxiliando no manejo de plantas
daninhas resistentes.

O controle biolégico de plantas daninhas pode ser definido como a acéo de
organismos Vvivos para controlar ou reduzir populacdo de espécies de plantas
indesejaveis (VAN DEN BOSH et al., 1987). A estratégia mais amplamente utilizada
de controle biolégico é a inundativa ou do bioherbicida, onde se utiliza o
microrganismo de uma forma macica sobre uma populacdo de planta daninha a fim
de gerar rapido e alto nivel de doenca, com consequente morte ou supressao de
populacées da planta daninha em questdo (CHARUDATTAN, 1991). Neste tipo de
controle biolégico, normalmente se empregam microrganismos nativos da area onde
sdo aplicados e podem ser fungos e bactérias. O produto formulado que contém o
microrganismo € chamado de bioherbicida e normalmente necessita de reaplicacao
(TEBEEST, 1988).

Fungos fitopatogénicos tém progressivamente despertado a atencéo, tendo
em vista sua utilizacdo como agentes microbianos em programas de manejo de
plantas daninhas (MORAES, 2009). O controle bioldgico utilizando fungos é uma das
alternativas mais importantes, com amplo potencial de utilizagdo sem deterioracao
dos recursos naturais (PADIN et al., 1995). Para introduzir o patégeno em
programas de manejo de plantas daninhas, sdo necessarios conhecimentos basicos
de sua fisiologia, como por exemplo, de suas caracteristicas nutricionais, de modo a
estabelecer condi¢bes favoraveis para o crescimento e esporulacdo do fungo, e
estudos de sua relacdo com o hospedeiro para o estabelecimento de metodologia
adequada que permita sua producédo massal (PENARIOL, 2006).

Apesar de haver apenas cerca de 11 bioerbicidas sendo disponibilizadas no
mercado, uma pesquisa literaria com base no banco de dados da ISI Web of

Sciencel revelou 509 trabalhos publicados que mencionam bioherbicidas ou
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micoherbicidas desde 1987 até 2010 (ASH, 2010). A maior parte destes trabalhos
foram conduzidos nos Estados Unidos (36%), Canada (20%) e Austrdlia (7,8%).
Durante o0 mesmo periodo foram mais de 17.000 artigos publicados que
mencionavam herbicidas sintéticos (ASH, 2010). Isso reflete, entre outras coisas, 0
financiamento diferenciado despendido nas diferentes areas. Até 15.000 compostos
por ano tiveram sua atividade herbicida para cada herbicida que chegou ao mercado
com sucesso na década de 1980, por exemplo, (HOAGLAND, 2001).

Atualmente, a aplicagcdo de bioherbicidas € empregada na producdo de
alimentos organicos, devido a compatibilidade com a filosofia de producdo de
alimentos organicos, desde que o agente ndo tenha sido geneticamente modificado
(ROSSKOPF e KOENIG, 2003). Outro possivel nicho de mercado é o controle de
plantas parasitas (HALLETT, 2005), devido ao fato de plantas parasitas ndo serem
devidamente controladas atraves do uso de herbicidas sintéticos ou pelas
estratégias tradicionais de manejo de plantas daninhas (ALY, 2007). Como exemplo
desta abordagem, pode se citar o controle de Cuscuta spp. (cuscuta) atacada pelo
patégeno Alternaria destruens (BEWICK et al., 2000; ASH, 2010). Dois bioherbicidas
foram obtidos de cepas deste patdgeno, Smolder G® e Smolder WP®, ambos
registrados nos Estados Unidos. Além disso, Lubao II®, uma formulacdo de
Colletotrichum gloeosporides f.sp. cuscutae, tem sido utilizada na China para
controle desta planta (ZHANG, 1985). Pesquisas também foram realizadas para o
controle biolégico de striga (Striga spp.) (ELZEIN et al., 2006;. SAUERBORN et al.,
1996) e orobanche (Orobanche spp.) (SAUERBORN et al, 1996; BOARI e VURRO,
2004; MULLER-STOVER et al, 2004; HALLETT, 2005; ELZEIN et al, 2006; ALY,
2007; GHANNAM et al, 2007; ZERMANE et al, 2007).

Outros exemplos do sucesso de bioherbicidas podem ser citados, como o
controle de Cyperus esculentus através do patdgeno Puccinia canaliculata,
registrado como Dr. BioSedge, e indicado para véarias culturas (PHATAK, 1987);
controle de Prunus serotina em éareas de reflorestamento através de
Chondrostereum purpureum, com nome comercial BioChon™ (De JONG et al,
1990) e controle de Cassia obtusifolia através do patdogeno Alternaria cassiae,
registrado como CASSAT' (BOYETTE, 2000). No Brasil, 0 primeiro programa para o
desenvolvimento de bioherbicidas foi desenvolvida por pesquisadores da Embrapa
soja, visando o controle de Euphorbia hetherophylla (leiteira) através do patégeno
Bipolaris euphorbiae iniciado em 1980 (MORAES et al., 1991), e o trabalho pioneiro
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foi desenvolvido para o controle de Aeschynomene spp. (angiquinho) em lavouras
arrozeiras, através do bioherbicida Colego® (RIBEIRO e ANDRADE, 1995).

Uma outra estratégia seria a alelopatia, a qual trata de qualquer processo
envolvendo metabdlitos secundarios ou agentes biolégicos que influenciem o
crescimento e o0 desenvolvimento de sistemas biologicos (SAXENA et al., 1996).
Esses compostos sdo metabdlitos bioativos (aleloquimicos) oriundos do
metabolismo secundario (ALVES et al, 2004), entre eles taninos, glicosideos
cianogénicos, alcaldides, sesquiterpenos, flavonéides e &cidos fendlicos, entre
outros, apresentam atividade alelopatica (KING e AMBIKA, 2002).

No meio ambiente estes compostos podem ocasionar interferéncia em outras
plantas podendo prejudica-las ou favorecé-las, de forma direta ou indireta
(FERREIRA e AQUILA, 2000). Quando os metabdlitos agem negativamente a
germinacdo das sementes e o0 crescimento das plantas sdo as etapas mais afetadas
(RICE, 1984; CHON e KIM, 2004). Os efeitos diretos compreendem alteragcbes em
niveis celulares e metabdlicos, incluindo mudancas no funcionamento das
membranas, na absorcdo de nutrientes e de agua, na atividade fotossintética,
respiratoria, fitormonal, entre outras (RICE 1984; RIZVI et al. 1992). A producéo de
metabolitos tem fundamental importancia no que diz respeito a autodefesa
propiciada pela liberagdo dos aleloquimicos por diferentes rotas (volatilizacéo,
exsudacao radicular, lixiviacdo e decomposicéo de residuos) (MACIAS et al. 2007).

As plantas daninhas podem ser suprimidas por meio de plantas vivas ou de
seus residuos (PUTNAM e DEFRANK, 1983). Sugerem-se trés propostas pelas
quais a alelopatia poderia ser manipulada no manejo de plantas daninhas, sendo
elas: Uso de aleloquimicos obtidos das plantas como herbicidas, consistindo em um
método seguro e efetivo uma vez que sdo produtos naturais biodegradaveis e nao
persistem no solo como poluentes; uso de rotacdo de culturas, combinando culturas
sucessoras capazes de reduzir a populacdo de plantas daninhas por meio do seu
potencial alelopatico; e por fim, transferéncia de genes responsaveis pela sintese de
aleloquimicos entre as culturas (KOHLI et al., 1998). Estes mesmos autores relatam
resultados positivos no uso de plantas de cobertura para suprimir espécies
indesejadas, por exemplo, exudatos radiculares de Lupinus albus (tremoco)
reduziram o crescimento e aumentaram a atividade enzimética da catalase e
peroxidase em Amaranthus retroflexus (Caruru) e em Chenopodium album

(ancarinha-branca); extrato aquoso de soja inibiram a germinacdo de Brassica rapa
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(mostarda), Medicago sativa (alfafa) e Raphanus sativus (rabanete); residuo de
sorgo e de girassol reduziram a germinagdo de sementes de trigo, entre outros
(KOHLI et al., 1998).

Diversos sao os aleloguimicos que podem ser utilizados como herbicidas
naturais, em substituicio aos quimicos, com destaque para os alcaldides,
benzoxiazinonas, derivados do &acido cinamico, cumarinas e compostos
cianogénicos, pelo elevado potencial alelopatico destes compostos (PUTNAM,
1988). Tem-se como exemplo o uso de herbicida de origem natural cinmethylin,
derivado de terpendide biologicamente ativo encontrado em plantas do género
Artemisia sp., onde a fungcdo desta substancia inclui, principalmente, a inibicdo da
germinacdo de sementes e do crescimento das plantas daninhas (DUKE et al.
1988). Na literatura sdo encontrados diversos outros produtos quimicos sintetizados
a partir de compostos naturais oriundos de plantas e microorganismos, que Sao
comercializados para o controle de plantas daninhas, dentre eles pode se citar:
Anisomicina isolado de Streptomyces sp., e comercializada com o nome de
Methoxyphenone; Cineole, isolado de diversas plantas e comercializado com o
nome de Cinmethyline e &cido quinolinico oriundo de Nicotiana tabacum,
comercializado com o nome de Quinclorac (HATZIOS, 1987).

Outra abordagem no uso da alelopatia é a utilizacdo de cultivares com maior
expressdo dessa caracteristica. A alelopatia em plantas de arroz tem recebido
atencdo desde que se identificaram cultivares de arroz com potencial alelopatico
contra Heteranthera limosa (DILDAY et al., 1998). Varias cultivares testadas em
diferentes paises demonstraram efeito alelopatico contra algumas das espécies mais
probleméticas de plantas daninhas em lavouras arrozeiras, como Echinochloa
crusgalli (L.) Beauv (capim arroz), Ammannia spp. (amania) e Cyperus spp. (tiririca)
(DILDAY et al., 1994, 1998, HASSAN et al., 1998). Metabdlitos secundarios, tais
como: &cidos fendlicos, acidos fenil alcandicos, &cidos hidroxamicos, acidos graxos,
terpenos e indodis, foram identificados nos extratos de arroz (RIMANDO e DUKE,
2003).

Em vista disso, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia do
manejo de plantas daninhas da cultura do arroz irrigado através de extratos
alelopéaticos de cultivares de arroz e através de agentes bioldgicos isolados de

plantas daninhas.



2 Capitulo I - Efeito alelopatico de extratos de folhas de arroz sobre
diferentes espécies de plantas daninhas

2.1. Introducéo

O Estado do Rio Grande do Sul produz mais de 50% do arroz do pais,
notadamente irrigado, que tem elevada produtividade, comparada ao arroz de terras
altas (SOSBAI, 2010). Nos dUdltimos anos, constatou-se aumento, tanto na area
cultivada quanto na produtividade e producdo de arroz no paiz, a area cultivada na
safra de 2010/11 foi de 2,86 milhdes de hectares, 3,7% maior do que a safra
anterior, com produtividade de 4,58 toneladas por hectare, sendo 8,7% superior em
relacdo a anteior (CONAB 2012). Esse incremento se deve principalmente ao clima
favoravel aliado ao uso de alta tecnologia em lavouras de arroz irrigado.

A utilizacdo continua de areas com a cultura do arroz tem apresentado alguns
problemas, especialmente o0 aumento da incidéncia de plantas daninhas, que tém
sido um dos fatores limitantes da producéo (SILVEIRA FILHO, 1992). Dentre elas,
destacam-se espécies da mesma familia da espécie cultivada como Echinochloa sp.
(capim-arroz), Digitaria sanguinalis (milhd) e Oryza sativa L. (arroz-vermelho), o qual
pertence também a mesma espécie do arroz cultivado, e principal planta daninha
para a cultura, bem como espécies de familias diferentes como o angiquinho
(Aeschynomene spp.).

Independente do sistema de cultivo, o controle quimico de plantas daninhas
amplamente utilizado, em decorréncia da alta eficiéncia e praticidade
(AGOSTINETTO et al.,, 2007). Entretanto, a preocupacdo com os efeitos danosos
dos agrotoxicos a saude publica e a conscientizagdo sobre a necessidade de
protecdo ambiental e utilizacdo racional dos recursos naturais tém aumentado a

demanda por agentes biologicamente renovaveis, como o0s herbicidas naturais.
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Os aleloquimicos sdo comuns nos vegetais e comprovadamente toxicos para
as plantas, mas de acgao seletiva. Admite-se a possibilidade de, conhecida a
estrutura quimica dos componentes ativos envolvidos, se obter a partir destes
produtos, herbicidas com as vantagens ecoldgicas dos produtos naturais (PIRES e
OLIVEIRA 2011). Diversos sdo os aleloquimicos que podem ser utilizados como
herbicidas naturais, em substituicdo aos quimicos, com destaque para os alcaldides,
benzoxiazinonas, derivados do &cido cinamico, coumarinas € compostos
cianogénicos, pelo elevado potencial alelopatico destes compostos (PUTNAM,
1988).

Estruturas quimicas de inibidores do crescimento e da germinacdo tais como
inecetonas, S (+) - dehydrovomifoliol, momilacetona-C, &cido p-cumarico,
momilacetonas A e B foram isoladas da casca de arroz da cultivar Koshihikari,
(KATO et al, 1977). Inibidores diretos dos componentes do fotossistema Il
interrupcdo da respiragcdo no escuro, sintese de ATP e as interrup¢cdes no
metabolismo de aminoacidos foram relatados como alguns dos mecanismos
bioquimicos e fisiolégicos que podem ser mediados por aleloquimicos (WEIR et al.,
2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico do extrato aquoso
de folhas de diferentes cultivares de arroz irrigado (Oryza sativa) na germinagédo e
no vigor de sementes de Aeschynomene sp. (angiquinho), Digitaria sanguinalis

(milhd) e Oryza sativa (arroz-vermelho).

2.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério Didatico de Andlises de
Sementes localizado no municipio do Capdo do Ledo — Brasil - RS (Latitude
31°48'02.69" S), em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial A
X B sendo o fator A: extrato de folhas frescas das cultivares BRS Queréncia, Irga
424, Roxinho e Cica 07, e Fator B: concentracbes de 0, 25, 50, 75 e 100%, nas
quais submeteram-se as sementes de angiquinho, milhd e arroz-vermelho
separadamente, com quatro repeticbes. Optou-se por escolher duas cultivares
atualmente cultivadas, Queréncia e Irga 424, e duas cultivares antigas Cica 07 e
Roxinho, a fim de verificar se genes responsaveis por maior expressdo de
caracteristicas alelopaticas se perderam ao longo do desenvolvimento de cultivares

mais produtivas.
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O extrato foi obtido de folhas da cultura, que estava no estadio fenolégico R3,
quando as plantas apresentam a exser¢cdo das paniculas (SOSBAI, 2010).
Coletadas na area experimental de arroz-irrigado da Embrapa clima temperado,
localizada no distrito do Capao-do-Ledo. As folhas foram trituradas por 2,5 min com
auxilio de liquidificador adicionando-se agua destilada para viabilizar este processo.
A quantidade de agua utilizada foi obtida da relacdo entre a massa fresca (MF) e a
massa seca (MS) das folhas na proporcdo peso/volume (p/v). As amostras foram
coletadas e pesadas determinando-se assim a MF, em seguida o material foi
colocado em estufa, a temperatura de 60°C, por 72 horas, sendo determinada a MS.
A partir da relagdo MF/MS foi obtido um indice, que multiplicado pela MF (100g)
resultou na quantidade de agua (mL) a ser utilizada na trituragcdo (em uma amostra
de 100 g onde se constata 50 g de 4gua por exemplo, o resultado seria o seguinte:
(100 g / 50 g) x 100 g = 200 ml de agua a ser adicionado para trituracdo). Apos, o
material foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 min e filtrado em papel de filtro (com
auxfio de uma bomba de vacuo, utilizando pressdo de 25 kgf cm™). O extrato obtido
apos a filtragem foi considerado concentrado (100%), sendo a partir dele feitas
diluicbes para 75, 50 e 25% do extrato concentrado e o tratamento controle (0%),
utilizou-se somente agua destilada. Os extratos das cultivares Queréncia, Irga 424,
Roxinho e Cica 07 utlizados apresentavam pH de 4,75, 4,55, 523 e 3,91,
respectivamente.

As sementes das plantas daninhas foram submetidas a testes de qualidade. A
germinacéo foi realizada com quatro repeticdes de 50 sementes para cada amostra,
colocadas em substrato de papel de germinagdo (‘germitest’), previamente
umedecido com o extrato utilizando-se 2,5 vezes a massa do papel seco, e mantido
a temperatura de 25°C. Realizaram-se contagens diarias até o sétimo dia, sendo
consideradas germinadas somente as plantulas com protrusdo da raiz primaria
superior a 2 mm. Aos quatro dias foi realizada a primeira contagem da germinacao
(PCG) e aos sete dias a germinacdo (G) das plantulas normais. O indice de
velocidade de germinagao (IVG) foi calculado segundo Maguire (1962).

Juntamente com o teste de germinacdo aos sete dias ap0s a semeadura,
retiraram-se as plantulas normais medindo-se com auxiio de régua graduada o
comprimento da parte aérea (CPA) e raiz (CR), em 10 plantulas, sendo os resultados
expressos em cm plantula™®. Apdés a determinacdo do CPA e CR realizou-se a

determinacdo da massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), pela secagem
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em estufa, com circulacdo forcada de ar, mantida a temperatura de 70°C, por 48
horas. Posteriormente, cada repeticdo foi pesada em balanca analitica e os
resultados foram expressos em mg plantula™.

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade e
submetidos a andlise de variancia e havendo significancia, realizou-se comparacao
de médias através do teste de Tukey para o fator cultivar e regresséo linear para o
fator concentracéo, todos a 5% de probabilidade. O programa utilizado foi o Winstat
(MACHADO e CONCEICAO, 2003).

2.3. Resultados e Discussao

Para todas as variaveis avaliadas, referentes a planta daninha angiquinho, foi
constatado interacdo entre os fatores cultivar e concentracdo. Observou-se que o
extrato da cultivar Cica 07 apresentou maior supressao da germinacdo na primeira
contagem, nas concentragdes e superiores a 50 % em comparacgdo aos extratos das
demais cultivares, a excessdo da cultivar Queréncia na maior concentracdo, as
quais nao diferiram (Tabela 1). Com relacdo as concentracdes, verificou-se que a
reducdo da primeira contagem da germinacdo foi mais acentuada para os extratos
das cultivares Cica 07 e Queréncia, onde ocorreu diminuicdo na ordem de 0,58 e
0,56 pontos percentuais por unidade de aumento na concentracdo do extrato,

respectivamente (Figura 1A).

Tabela 1. Primeira contagem da germinacdo e germinacdo de sementes de
angiquinho  (Aeschynomene sp.), submetidas a diferentes
concentragdes extratos de folhas frescas de arroz de quatro cultivares.
Capéao do Ledo, 2011.

Concentragdo Primeira contagem da germinagao (%) Germinacao (%)

(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia  Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 72 a* 72 a 72 a 72 a 86 a 86 a 86 a 86 a
25 65ab 64 ab 55 b 68 a 76 a 65 b 57 c 70 ab
50 33c 46 b 71 a 72 a 70 a 69 a 56 b 61 b
75 24 d 45 b 56 a 34c 58 a 63 a 51 Db 59 a

100 20 ¢ 37b 50 a 19c 49 b 63 a 50 b 46 b

Média 33 46 56 68 70 65 56 62
C.V. (%) 9,23 4,71

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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Para a germinacdo o extrato da cultivar Irga 424, em geral, apresentou maior
reducdo na variadvel (Tabela 1). Entretanto, observando-se o comportamento linear
obtido na andlise de regressdo, a maior reducdo na germinacao foi verificada para
0s extratos das cultivares Cica 07 e Queréncia, sendo de 0,36 pontos percentuais
por unidade de aumento da concentracdo para ambas (Figura 1B). Atribui-se este
efeito as flavonas e ciclohexanos presentes nas plantas de arroz, compostos 0s
guais que sao responsaveis por atividades inibitérias de plantas daninhas e agentes
patogénicos (KONG et al., 2004).

®Cica07 =-0,578x + 72,2 ¢ Cica 07 =-0,364x + 85,85
R2 =0,91 R2 = 0,99
Roxinho = -QS?%XOB?Q? Roxinho  =.0,208x + 79,3
=-0 17:1 +70,65 R* =068
S Alrga424 ==, o185, Alrga424 =-0,313x +75,6
€100 R2=0,51 R2= 0,68
@ X Queréncia = -0,563x + 80,55 100 - % A
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Figura 1. Primeira contagem da germinacdo (A) e germinacdo de sementes (B)

de angiquinho (Aeschynomene sp.), submetidas a diferentes
concentracdes de extrato alelopatico de folhas frescas de quatro
cultivares de arroz. Capéao do Leéo, 2011.

Para a variavel comprimento da parte aérea de plantulas de angiquinho,
comparando 0s extratos das cultivares nas concentragfes, constatou-se que 0
extrato da cultivar Cica 07 nas concentracdes entre 25 a 75% foi o que mais inibiu o
desenvolvimento da parte aérea das plantulas, no entanto, a concentracédo de 100%
foi menos efetiva, sendo inferior aos demais extratos (Tabela 2). O comprimento da
parte aérea foi reduzido linearmente pelo extrato da cultivar Queréncia, sendo essa

reducdo de 0,012 centimetros para cada unidade de aumento da concentracdo do
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extrato. Os resultados permitem inferir que o extrato da cultivar Cica 07 foi o mais
nocivo ao crescimento da parte aérea que os demais extratos no intervalo de
concentracdes estudadas, tendo seu ponto de minima em 47,3% de concentracao
do extrato, onde a reducéo foi em torno de 30% em relacdo ao tratamento com agua
(Figura 2A). Vale ressaltar que, o crescimento da plantula € mais sensivel aos
aleloquimicos do que a germinacdo, pois 0 modo de acado direto dos aleloquimicos
atua a partir da ligagcdo nas membranas da planta receptora ou penetra nas células,
provocando interferéncia no metabolismo (FERREIRA e BORGHETTI, 2004).

Tabela2. Comprimento de parte aérea e de raiz de plantulas de angiquinho

(Aeschynomene sp.), submetidas a diferentes concentragbes de

extratos de folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capao do

Ledo, 2011.
Concentracéo Comprimento de parte aérea (cm) Comprimento de raiz (cm)

(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia  Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia

0 4,7 a* 4,7 a 4,7 a 4,7 a 24 a 24a 24a 24a

25 3,3c¢c 38D 4,1b 4,7 a 29a 1,8b 0,9c 15b

50 3,3c 3,7 bc 4,1 ab 4,3 a 2,2a l11c 0,9c 15b

75 31c 3,6 ab 3,3 bc 39a 1,8a 0,8c 0,9c 1,3b

100 4,1 a 36D 3,8ab 36D 0,7a 0,7a 0,6 a 0,7a

Média 3,7 3,8 3,8 4,1 2,0 1,5 0,9 1,5

C.V. (%) 6,77 14,21

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).

Para o comprimento da raiz, de modo geral, os extratos das cultivares Irga 424
e Roxinho foram os mais efetivos, apresentando maior inibicdo ja nas concentracdes
mais baixas (Tabela 2). Na concentragcdo mais alta todos os extratos apresentaram
alta eficiéncia na inibicdo do crescimento de raizes. A medida que aumenta a
concentragcdo dos extratos de folhas de arroz das cultivares Roxinho e Queréncia o
comprimento das raizes de plantulas de angiquinho € reduzido de forma linear, com
uma reducdo na ordem de 0,017 e 0,014 centimetros por unidade de aumento da
concentracdo, para Roxinho e Queréncia, respectivamente (Figura 2B).

J4, para o extrato da cultivar Cica 07 percebeu-se que houve pequeno estimulo
no crescimento das raizes até a dose de 23,7%, sendo este 0 ponto de inflexdo da
curva, a partir dai 0 aumento da concentracdo afetou negativamente a variavel. O

extrato da cultivar Irga 424 foi o que apresentou maior inibicdo nesta variavel, na
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concentracdo de 25% houve uma reducdo de cerca de 63% no comprimento das
raizes em comparacgao com o tratamento com agua.

Alteracdes no crescimento de raiz por extratos alelopaticos ja foi constatado em
diversos trabalhos, podendo ser benéfico ou prejudicial, neste Ultimo caso cita-se o
estudo realizado com extrato de canola, o qual quando a concentracdo foi
aumentada de zero para 100% reduziu em cerca de 80% o comprimento radicular de
plantulas de Bidens pilosa (picdo-preto) (RIZZARDI et al.,, 2008). Também para o
extrato de Schinus terebinthifolius (aroeira-mansa) foi constatado efeito inibitorio no
comprimento de raiz e no niumero de raizes secundarias em plantulas de Brachiaria
decumbens (papud) (PESSANHA et al., 2010). Efeito benéfico foi encontrado em
extrato volatil de Oleo de Pilocarpus jaborandi (jaborandi)no comprimento radicular

de plantulas de Lactuca sativa (alface). (ALVES et al., 2004).
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Figura 2. Comprimento de parte aérea (A) e de raiz (B) de plantulas de
angiquinho (Aeschynomene sp.), oriundas de sementes submetidas a
diferentes concentracdes de extrato alelopatico de folhas frescas de

guatro cultivares de arroz. Capao do Leéo, 2011.

Os extratos das cultivares Irga 424 e Queréncia foram os mais prejudicias para

massa seca pela parte aérea das plantulas de angiquinho, (Tabela 3). O mesmo foi
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constatado na regresséo linear, onde o aumento da concentracéo do extrato resultou
em reducdo linear de 0,25 e 0,27 mg na massa seca da parte aérea para cada
unidade de aumento da concentracdo das cultivares Irga 424 e Queréncia,
respectivamente (Figura 3A). Em baixas concentragdes, os extratos de folhas das
cultivares Cica 07 e Roxinho interferiram positivamente no acumulo de Massa seca,
sendo o0 ponto de maximo acumulo nas concetracbes de 49,15 e 18,84% de
concentracdo para as cultivares Cica 07 e Roxinho respectivamente.

Em contrapartida para a massa seca da raiz, o extrato da cultivar Irga 424 foi o
menos efetivo, enquanto 0s extratos das cultivares Roxinho e Queréncia
apresentaram de modo geral, maior inibicdo (Tabela 3). Tanto a cultivar Cica 07
quanto a IRGA 424 obtiveram respostas lineares decrescentes de 0,20 e 0,27mg,
respectivamente, para cada unidade de aumento da concentracdo do extrato. A
inibicAo no acumulo de massa de raiz foi mais acentuada para 0s extratos das
culivares Roxinho e Queréncia, onde ambas obtiveram reducdo de
aproximadamente 69% em relacdo ao tratamento padrdo (agua), em extrato
concentrado de 25%, entretanto, concentracbes superiores mantiveram

comportamento préximo da estabilidade.

Tabela3. Massa seca da parte aérea e de raiz de plantulas de angiquinho
(Aeschynomene sp.), submetidas a diferentes concentracdes extratos

de folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capéo do Ledo, 2011.

Concentracao Massa seca da parte aérea (mg) Massa seca de raiz (mg)
(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 45,0 a* 45,0 a 45,0 a 45,0 a 3l6a 316a 316 a 316 a
25 480b 540a 41,7c 46,0 bc 16,2b 96¢c 36,0 a 99c
50 52,0a 453b 3l4c 359c¢c 126 ab 104b 150a 11,3 ab
75 490a 369b 220d 29,4 ¢ 125b 100bc 190a 79c
100 454a 315b 230c 20,4 ¢ 82ab 98a 7,5 ab 50b
Média 47,9 45,0 32,3 35,0 16,2 10,7 19,0 9,9
C.V. (%) 6,63 14,29

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O indice de velociadade de germinacdo das sementes de angiquinho
apresentou comportamento semelhante para todos os extratos estudados, onde, de
modo geral, o aumento da concentracdo resultou em reducdo no indice de

velocidade de germinacao (Tabela 4). Para os extratos das cultivares Cica 07 e Irga
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a reducdo foi linear na ordem de 0,12 e 0,08, respectivamente (Figura 4). O

resultado mais expressivo foi encontrado para o extrato da cultivar Queréncia, onde

na maior concentracdo houve cerca de 9 unidades de reducdo no VG em

comparacao a testemunha. De maneira semelhante, o efeito alelopéatico sobre o VG

foi comprovado anteriormente para sementes de picdo-preto quando expostos ao

extrato de mucuna-preta (TEIXEIRA et al., 2004) e para sementes de alface quando

expostos a extratos de raizes e folhas de Raphanus raphanistrum (nabo forrageiro)

(WANDERSCHEER e PASTORINI, 2008) ou Persea americana Mill. (BORELLA et

al., 2009).
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Massa seca da parte aérea (A) e de raiz (B) de plantulas de angiquinho

(Aeschynomene sp.), oriundas de sementes submetidas a diferentes

concentracbes de extrato alelopatico de folhas frescas de quatro

cultivares de arroz. Capéao do Leéo, 2011
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Tabela4. indice de velocidade de germinacdo de sementes de angiquinho
(Aeschynomene sp.), submetidas a diferentes concentracdes extratos

de folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capéao do Ledo, 2011.

. indice de velocidade de germinacéo
Concentragéo (%)

Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 25,2 a* 252 a 23,2 a 23,6 a
25 23,6 a 21,2 ab 182 b 22,6 a
50 20,6 a 19,5 a 228 a 22,4 a
75 19,1 a 17,7 a 17,3 a 16,1 a
100 136 b 18,4 a 140Db 12,7 b
Média 20,4 20,4 19,1 19,5
C.V. (%) 11,18

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&do diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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Figura 4. indice de velocidade de germinacdo de sementes de angiquinho

(Aeschynomene sp.), submetidas a diferentes concentracées de
extrato alelopatico de folhas frescas de quatro cultivares de arroz.
Capéo do Ledo, 2011.

Para sementes de milhd constatou-se que houve interacdo entre os fatores de

tratamento (cultivares de arroz x concentracdes do extrato) para as variaveis PCG,
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CR, MSPA, MSR e IVG, enquanto para variaveis G e CPA verificou-se apenas o0s
efeitos principais.

Na comparacdo entre as médias da primeira contagem da germinagcdo, a
cultivar Queréncia, de modo geral, apresentou maior inibicdo na germinacédo do que
as demais cultivares (Tabela 5). Da mesma forma, para regressao linear cada
unidade de aumento da concentracdo do extrato da cultivar Queréncia acarreta em
reducdo de 0,42% da germinacdo em comparacdo com 0,26, 0,30 e 0,39% de
reducdo ocasionados pelos extratos das cultivares Roxinho, Irga 424 e Cica 07,
respectivamente (Figura 5A).

Para a variavel germinacdo, a comparacdo pelas médias gerais entre as
cultivares mostrou que, de modo semelhante ao VG, o extrato da cultivar Queréncia
foi mais nocivo do que os demais extratos (Tabela 5). Independente da cultivar, o
aumento da concentracdo do extrato de folhas de arroz resultou em reducdo de
0,27% da germinagdo para cada unidade de aumento do extrato (Figura 5B). Em
estudo conduzido com extrato aquoso de cinza de casca de arroz em sementes de
picdo preto (Bidens pilosa), foi constatada reducdo na germinacdo, primeira
contagem de germinacado e indice de velocidade de germinacdo sobre as mesmas,

conforme aumentou-se a concentracdo do extrato (HOFFMANN et al., 2006).

Tabela 5. Primeira contagem da germinacdao e germinacdo de sementes de milha

(Digitaria sanguinalis) submetidas a diferentes concentracdes extratos de

folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capao do Leéo, 2011.

Concentragdo Primeira contagem da germinagcéo (%) Germinagéo (%)

(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia  Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia

0 59 a* 59 a 59 a 59 a 59 59 59 59

25 55 a 48 ab 55 a 36 b 57 54 57 39

50 49 a 43 ab 34 bc 30c 51 46 39 33

75 38 a 36 a 34 a 16 b 42 40 43 26

100 16 b 3l a 30 a 14 b 27 34 32 29

Média 49 43 34 30 51a 46 a 43 a 33b

CV. (%) 13,47 15,14

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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Figura 5. Primeira contagem da germinacédo (A) e germinacao (B) de sementes

de milha (Digitaria sanguinalis), submetidas a diferentes concentragdes
de extrato alelopatico de folhas frescas de quatro cultivares de arroz.
Capéo do Ledo, 2011.

Em se tratando do comprimento da parte aérea a comparagdo com base nas
médias gerais demonstrou que o0 extrato da cultivar Irga 424 apresentou a menor
média, entretanto ndo diferiu da média da cultivar Cica 07 (Tabela 6). Do modo
contrario ao verificado para a germinacao, observou-se que o comprimento da parte
aérea foi estimulado em 0,003 centimetros por unidade de aumento da concentracao
dos extratos (Figura 6A). Assim como ja foi constatado para plantulas de alface, o
incremento na parte aérea pode ser atribuido a um desequilibrio nos fitorreguladores
através da interferéncia com os aleloquimicos (AQUILA et al., 1999), além da
presenca de nutrientes no extrato bruto (agUcares, aminoacidos, sais) (SAUSEN et
al., 2009).

O comprimento das raizes, em geral, foi inferior para a cultivar Irga 424 nas
concentracdes entre 50 e 100% (Tabela 6). O extrato da cultivar Roxinho nao foi
efetivo para inibicdo do crescimento radicular de plantulas de milha, tendo causado

estimulo linear de 0,018cm (Figura 6B). De maneira semelhante, a cultivar queréncia
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também estimulou o crescimento das raizes até a concentracdo de 55%, onde foi

constatado seu ponto de maxima, e para as demais cultivares nhenhum dos modelos

testados se ajustou. De modo geral, pode-se inferir que os extratos de folhas frescas

de arroz ndo foram eficientes em inibir o crescimento de raizes de milha.

Tabela6. Comprimento de parte aérea e de raiz de plantulas de milha (Digitaria
sanguinalis), submetidas a diferentes concentracdes de extratos de
folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capao do Ledo, 2011.
Concentracéo Comprimento de parte aérea (cm) Comprimento de raiz (cm)
(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia  Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 2,0 2,0 2,0 2,0 11a 1,1a 1,1a 1,1a
25 1,9 2,2 2,3 2,0 1,6 a 16a 15a 1,7a
50 1,9 2,2 1,6 2,2 15b 25a 05¢c 1,7b
75 2,2 2,6 2,1 2,5 1,2c 26a 1,3¢ 2,0b
100 2,0 2,5 1,8 2,6 1,7b  3,1a 1,1b 1,1b
Média 2,0ab* 22a 1,9b 22a 15 25 11 1,7
C.V. (%) 15,25 20,32

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

(p=0,05).
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concentracdes de extrato alelopatico de folhas frescas de quatro

cultivares de arroz. Capao do Leéo, 2011.
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Para a varidvel massa seca da parte aérea, 0s resultados mais expressivos
foram encontrados para o extrato da cultivar Queréncia, enquanto que a cultivar Cica
07 estimulou o acumulo de massa pela parte aérea, sendo superior aos demais
extratos em todas as concentracfes (Tabela 7). O ganho de massa acarretado por
este extrato foi de 0,073 mg por unidade de aumento da concentragéo (Figura 7A). A
cultivar Irga 424 causou reducéo linear de 0,0094 mg de massa seca por unidade
de aumento da concentracdo, diferente das cultivares Roxinho e Queréncia, que
apresentaram resposta quadratica negativa para essa variavel, sendo nocivas até
os pontos de minima de 39,4 e 50% respectivamente.

A cultivar Roxinho, de modo geral, foi a mais prejudicial para o acumulo de
massa seca pelas raizes, mesmo em concentracdes baixas do extrato (Tabela 6). A
cultivar Cica 07 induziu um acumulo linear de massa pelas raizes na ordem de 0,73
mg por unidade de aumento da concentracdo do extrato, enquanto que as cultivares
Roxinho e Queréncia responderam de forma quadratica negativa. O extrato da
cultivar Irga 424 foi a Unica que respondeu de forma linear negativa, entretanto essa

reducéo foi de apenas 0,009 mg por unidade de aumento da concentracao.

Tabela 7. Massa seca da parte aérea e de raiz de plantulas de milha (Digitaria

sanguinalis), submetidas a diferentes concentracdes extratos de folhas

frescas de arroz de quatro cultivares. Capéao do Leéao, 2011.

Concentragao Massa seca da parte aérea (mg) Massa seca de raiz (mg)

(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia  Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 3,5 a* 35a 35a 35a 33a 33a 33a 33a
25 55a 2,3 bc 28Db 13c 6,0b 10c 85a 25c
50 3,3a 14b 3,1la 2,7a 7,0a 340 25Db 6,5a
75 8,4a 3,0b 2,7b 3,0b 55a 3,0 ab 19c 3,0 bc

100 11 a 6,1b 24c 3,5¢ 10,0 a 15c 1,2c 40b

Média 4,1 3,2 2,9 2,8 6,0 3,0 2,5 3,5
CV. (%) 17,68 18,35

*Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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Figura 7. Massa seca da parte aérea (A) e de raiz (B) de plantulas de milha
(Digitaria sanguinalis), oriundas de sementes submetidas a diferentes
concentracdes de extrato alelopatico de folhas frescas de quatro

cultivares de arroz. Capao do Leéo, 2011.

Tabela 8. indice de velocidade de germinacdo de sementes de milha (Digitaria
sanguinalis), submetidas a diferentes concentracdes exiratos de folhas

frescas de arroz de quatro cultivares. Capéao do Leéao, 2011.

Indice de welocidade de germinacgéo
Concentragao (%)

Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia

0 6,2 5,8 6,6 6,4

25 5,1 4,9 5,3 3,9

50 4,3 4,1 3.2 2,9

75 3,6 3,6 3,1 2,0
100 2,3 2,7 2,6 1,8

Média 4,3a 4,2 a 4,2 a 34D
CV. (%) 19,27

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
A comparacdo de médias entre as cultivares para a variavel VG evidenciou

gue o extrato mais efetivo foi 0 da cultivar Queréncia (Tabela 8). Para a regresséo
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linear, o VG foi reduzido em 0,038 unidades por unidade de aumento da

concentracdo dos extratos (Figura 5A).
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Figura 8. indice de velocidade de germinacdo de sementes de milhd (Digitaria
sanguinalis), submetidas a diferentes concentracbes de extrato
alelopéatico de folhas frescas de quatro cultivares de arroz. Capdo do
Ledo, 2011.

Submetendo sementes de arroz-vermelho aos mesmos extratos e
concentracdes descritos, obteve-se significancia para as variaveis CPA, CR, MSPA
e MSR, ndo sendo significativo para PCG, G e IVG onde se procederam as analises
somente os efeitos principais.

Para a primeira contagem da germinagdo, ndo houve diferenga entre os
extratos das cultivares avaliadas (Tabela 9). A andlise de regressédo linear para a
média das quatro cultivares apresentou comportamento quadratico, entretanto, a
variacdo da germinacdo foi de apenas cerca de 2%, sendo praticamente
insignificante (Figura 9). Esses resultados contrastam com os obtidos nas sementes
de angiquinho e milhd, em que o aumento da concentracdo dos extratos reduziu
linearmente a porcentagem de germinacao, sendo menos efetiva para o controle do
arroz-vermelho.

Também para a germinagdo, somente o fator concentracdo apresentou efeito
significativo (Tabela 9), sendo que o aumento da concentragcdo dos extratos resultou

em comportamento quadratico, tendo seu ponto de maxima na concentracdo de
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41,2% (Figura 9A), ou seja, nas concentragdes mais baixas o extrato de folhas de
arroz interfere positivamente na germinacao de sementes de arroz-vermelho, sendo

toOxico somente em concentracdes mais altas.

Tabela 9. Primeira contagem da germinacdo e germinacdo de sementes de arroz-
vermelho (Oryza sativa) submetidas a diferentes concentracdes extratos

de folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capéao do Ledo, 2011.

Concentragdo _ Primeira contagem da germinagéo (%) Germinagéo (%)
(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia  Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 96 96 96 96 96 96 96 96
25 99 96 99 100 99 96 99 100
50 98 96 99 96 98 97 99 96
75 99 96 99 100 99 97 99 100
100 95 98 93 91 95 98 93 91
Média 98 a* 96 a 99 a 96 a 98 a 97 a 99 a 96 a
C.V. (%) 2,38 2,29

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

E provavel que a baixa eficiéncia no controle da germinacdo desta espécie se
deva a alta semelhanga que a planta daninha apresenta com o arroz cultivado e a
outra hipGtese estaria relacionada a baixa resposta apresentada por plantas de arroz
quando submetidas a diferentes extratos alelopaticos, como ja constatado para
cultivar de arroz Atlanta, onde a germinabilidade e primeira contagem da germinacéo
ndo foram alterados a quando submetida a diferentes concentracdes do extrato de
folhas de capim arroz (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.), junquinho (Cyperus sp.) e
sagitaria (Sagittaria montevidensis) (COMIOTTO, 2006).

O comprimento da parte aérea praticamente nao diferiu entre os extratos das
cultivares, destacando-se somente a cultivar Irga 424 na concentracdo de 25% que
apresentou maior inibicdo para essa variavel (Tabela 10). As cultivares CICA 07,
Roxinho e Queréncia apresentaram comportamento quadratico positivo para o
comprimento de parte aérea, tendo seus pontos de méaxima eficiéncia nas
concentracdes de 44,6, 44 e 44,3 respectivamente (Figura 10A). J4, a cultivar IRGA

424 ndo apresentou ajuste aos modelos testados.
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Figura 9. Primeira contagem da germinacédo (A) e germinacao (B) de sementes

de arroz-vermelho

(Oryza

sativa),

submetidas a diferentes

concentracdes de extrato alelopatico de folhas frescas de quatro

cultivares de arroz. Capéao do Leéo, 2011.

O comprimento de raiz, de modo geral, foi menor no extrato da cultivar Irga 424

em comparacao aos demais extratos, apresentando maior potencial de inibicdo do

crescimento das raizes (Tabela 10). Da mesma forma, na curva de regressao linear,

foi evidenciado que o extrato da cultivar Irga 424 apresentou os melhores resultados,

o qual respondeu de forma quadratica negativa, com ponto de minima na

concentragcdao de 79,6%, onde o comprimento de raiz foi reduzido para 4,5

centimetros (Figura 10). Em contraste com a curva de resposta das cultivares

Roxinho e Queréncia, que apresentaram comportamento quadratico positivo com

ponto de maxima eficiéncia nas concetracdoes de 23,7 e 20,6%, respectivamente.

Nenhum modelo testado se ajustou a regresséao Linear para a cultivar CICA 07.
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Tabela 10. Comprimento de parte aérea e de raiz de plantulas de arroz-vermelho
(Oryza sativa), submetidas a diferentes concentragcdes de extratos de

folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capao do Leéo, 2011.

Concentracao Comprimento da Parte aérea (cm) Comprimento de raiz (cm)

(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 6,9 a* 6,9 a 6,9 a 6,9 a 6,8 a 6,8 a 6,8 a 6,8 a
25 6,7b 8,1la 6,1c 8,6 a 7,3b 85a 6,4 c 7,3 bc
50 75a 7.8a 75a 8,0 a 6,6 a 6,6 a 39b 6,7 a
75 7,4 a 7,5a 7,3a 7,0a 6,4 a 56b 4,4 c 6,3 ab

100 6,2b 6,4ab 70a 6,0b 6,7 a 3.8¢c 4,3 bc 48b

Média 6,9 7,5 7,0 7,0 6,7 6,6 4,4 6,7
C.V. (%) 4,76 6,92

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

Na comparacdo de médias para a variavel massa seca da parte aérea
observou-se que o extrato da cultivar Queréncia acarretou menor acumulo de massa
pelas plantulas de arroz-vermelho do que os demais extratos nas concentracdes de
25 e 50%, e ndo diferiu estatisticamente dos extratos das cultivares Roxinho e
Queréncia nas concentracbes de 75 e 100%, mas foi inferior ao extrato da cultivar
Cica 07 (Tabela 11). As regressdes polinomiais das cultivares Cica 07, Roxinho e
IRGA 424 apresentaram resposta quadratica positiva (Figura 10A), representando
estimulo no acumulo de massa seca até as concentracdes de 67,8, 36,7 e 39,7%
para as cultivares Cica 07, Roxinho e Irga 424, respectivamente. Nenhum modelo
testado se ajustou para o extrato da cultivar Queréncia.

Para a variavel massa seca de raiz, pode-se inferir que o acumulo de massa
nas raizes das plantulas de arroz-vermelho na maior concentracdo do extrato foi
inferior para as cultivares Roxinho e Irga 424 (Tabela 11). As cultivares IRGA 424 e
Queréncia reduziram linearmente a massa seca das raizes na ordem de 0,16 e 0,11

mg, respectivamente, por unidade de concentracdo (Figura 11B).
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Figura10. Comprimento de Parte aérea (A) e de raiz (B) de plantulas de oriundas
de sementes de arroz-vermelho (Oryza sativa), oriundas de sementes
submetidas a diferentes concentracfes de extrato alelopatico de folhas

frescas de quatro cultivares de arroz. Capéo do Leé&o, 2011.

Tabela1l. Massa seca da parte aérea e de raiz de plantulas de arroz-vermelho

(Oryza sativa), submetidas a diferentes concentracfes extratos de

folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capéo do Ledo, 2011.

Concentracao Massa seca da Parte aérea (mg) Massa seca de raiz (mg)

(%) Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 44,0 a* 440 a 44,0 a 44,0 a 36,3a 36,3a 36,3 a 36,3 a
25 450b 550a 49,0 b 39,2c 31,5a 358a 32,7 a 34,8 a
50 494a 465a 50,2 a 41,7 b 31,6 ab 34,0a 319ab 27,8 Db
75 526a 41,7b 426 b 43,2 b 2800a 270a 26,1 a 26,5 a

100 46,9a 40,3b 39,4 b 358D 29,6 a 183D 199b 26,8 a

Média 46,9 44,0 44,0 41,7 31,5 34,0 31,9 27,8
C.V. (%) 5,96 7,80

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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Figurall. Massa seca da parte aérea (A) e de raiz (B) de plantulas de arroz-
vermelho (Oryza sativa), oriundas de sementes submetidas a
diferentes concentracdes de extrato alelopatico de folhas frescas de

guatro cultivares de arroz. Capao do Leéo, 2011.

O extrato da cultivar Queréncia, na concentracdo de 100%, foi o Unico que
apresentou diferenca entre os demais, na comparacdo de médias do VG, sendo o
mais efetivo na reducdo desta variavel (Tabela 12). Em relacdo a regressao linear,
0S extratos das cultivares Cica 07, Irga 424 e Roxinho apresentaram redugdo na
ordem de 0,006, 0,007 e 0,008 unidades por unidade de aumento da concentracao.
O resultado mais expressivo foi para a cultivar Queréncia, a qual apresentou
comportamento quadratico e na maior concentracdo reduziu cerca de 2 unidades no
VG (Figura 12).

Observou-se que o0 extrato da cultivar Queréncia apresentou valores mais
expressivos na inibicho da germinacdo e crescimento de plantulas de
Aeschynomene sp., sendo a mais severa em cerca de 86% das variadveis

analisadas.
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Tabela 12. indice de velocidade de germinacdo de sementes de arroz-vermelho
(Oryza sativa), submetidas a diferentes concentracées extratos de

folhas frescas de arroz de quatro cultivares. Capao do Leéo, 2011.

Indice de velocidade de germinacéao
Concentragao (%)

Cica 07 Roxinho Irga 424 Queréncia
0 159 a 158 a 158 a 16,2 a
25 16,0 a 155 a 16,0 a 16,2 a
50 16,1 a 15,7 a 15,7 a 15,7 a
75 15,6 a 15,6 a 15,5 a 15,6 a
100 15,4 a 15,0 a 151 a 14,0 b
Média 15,8 15,5 15,6 15,5
C.V. (%) 2,7

*Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

#Cica07 =-0,0058x + 16,118 R2?=0,61
Roxinho =-0,0079x + 16 Rz=0,71
Alrga424 =-0,00745x + 16,01 R?=0,76

X Queréncia = -0,0003x2 + 0,012x + 16,14 R2=0,92
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Figura12. Iindice de velocidade de germinacdo de sementes de arroz-vermelho
(Oryza sativa), submetidas a diferentes concentracbes de extrato
alelopético de folhas frescas de quatro cultivares de arroz. Capéao do
Ledo, 2011.

No que diz respeito a milhd, os melhores resultados foram obtidos pelos
extratos das cultivares Queréncia e Irga 424, sendo os mais pronunciados em 57%
das variaveis estudadas. Apesar da inibicdo da germinacdo e crescimento de arroz-
vermelho ter sido menos efetiva, os resultados mais expressivos foram encontrados

para o extrato da cultivar Irga 424, a qual foi superior em 57% das variaveis. De
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maneira geral, infere-se que o efeito alelopatico € maior nas cultivares novas,
discordando com outros autores, 0s quais sugeriram que o potencial alelopéatico ndo
esta ligado a caracteristicas agrondmicas selecionadas nos programas de
melhoramento das cultivares de arroz (OLOFSDOTTER e NAVAREZ, 1996), e
contrariando afirmativas de que as variedades melhoradas apresentaram menor
frequéncia de genes ligados ao efeito alelopatico (FUJI, 1992). Os resultados
observados no estudo sdo promissores, haja visto que o desenvolvimento de
cultivares com maior potencial alelopatico ndo vai contra as caracteristicas
produtivas, contudo, ainda ha muito o que avancar em termos de decodificacdo do
codigo genético para expressao do efeito alelopatico (OLOFSDOTTER e NAVAREZ,
1996).

O conhecimento das cultivares de arroz que apresentam maior potencial
alelopético, permitird sua utilizacdo como importante pratica integrada de manejo
para desenvolvimento de sistemas de producédo de arroz com menos dependéncia
de herbicidas. Ainda, a selecdo de cultivares com maior potencial alelopatico
possibilitard a realizacdo de estudos visando identificar quais 0os compostos
responsaveis pela eficiéncia, o que posteriormente permitira a sintese de novos

herbicidas com caracteristicas ambientais mais favoraveis.

2.4. Concluséao

Extratos de folhas de arroz das cultivares Cica 07, Queréncia, Roxinho e Irga
424, quando em elevadas concentracfes, reduzem a germinacdo e o vigor de
sementes de Digittaria sanguinalis (milhd) e Aeschynomene sp. (angiquinho),
entretanto, em baixas concentracdes, de modo geral, podem estimular a germinacéo
e o0 crescimento de plantas de Oryza sativa (arroz-vermelho).

O extrato da cultivar Queréncia foi 0 mais nocivo para a espécie angiquinho e
para milh&, por outro lado, o extrato da cultivar Irga 424, a qual afeta de forma

semelhante a espécie milha, e maior potencial alelopatico para arroz-vermelho.
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3. Capitulo I - Identificacdo de espécies de fungos fitopatogénicos
associados a lesdes em plantas de Sagitaria montevidensis e seletividade a
cultura do arroz irrigado

3.1. Introducao

As plantas daninhas competem com a cultura do arroz por luz, agua e
nutrientes, constituindo-se em um dos principais fatores limitantes da produtividade
nas lavouras de arroz irrigado do Brasil (SOSBAI, 2010). No entanto, a interferéncia
pode se dar ndo somente pela competicdo, mas também por interferéncia indireta,
servindo de hospedeiro secundario para pragas e patégenos (RADOZEVICH et al.,
2007).

Dentre as espécies infestantes a Sagittaria montevidensis Cham e Schlecht,
caracteriza-se por ser uma planta aquatica, perene, que infesta grande parte dos
canais de irrigacdo, bem como lavouras de arroz irrigado no Brasil, nos Estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (NOLDIN et al., 1999), no Japdo (GOHBARA e
YAMAGUCHI, 1993) e Estados Unidos (PRATHER et al., 2001). Seu controle
através do uso de herbicidas com elevada acao residual apresenta maior eficiéncia,
porém a aplicacdo de maneira indevida pode causar contaminacdes em cursos de
agua gerando problemas ambientais e selecionar plantas resistentes.

A ocorréncia de plantas de sagitaria com resisténcia cruzada a herbicidas
inibidores da ALS foi relatada no final da década de 90, tanto para os herbicidas do
grupo das sulfoniluréias como para pirimidinil thiobenzoatos (NOLDIN et al., 1999).
Tem-se constatado a ocorréncia de populacbes de sagitaria resistente aos
herbicidas inibidores da ALS em praticamente todos os municipios produtores de
arroz irrigado em Santa Catarina, com caréncia de alternativas de controle eficientes
(CONCENCO et al., 2007).
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Em vista disso, busca-se cada vez mais, por praticas de controle dessa planta
daninha que apresentam menor impacto ambiental, dentre eles ressalta-se o
controle bioldgico, que pode ser definido como a acdo de organismos vivos para
controlar ou reduzir a populagdo de espécies de plantas indesejaveis (VAN DEN
BOSH et al., 1987). A taxonomia dos fungos infestantes de S. montevidensis no seu
centro de origem tem sido realizada no intuito de encontrar fungos patogénicos com
potencial para controle bioldgico desta planta daninha, apresentando excelente
banco de dados para pesquisas futuras, sendo eles: Alternaria alternata, Cercospora
sagittarieae, Cercospora apii, Colletotrichum gloeosporioides, Plectosporium
alismatis, Pseudocercospora arthrospora, Doassansiopsis deformans, Narasimhania
cfr. Alismatis e Botrytis cinerea. (SOARES e BARRETO, 2009).

A estratégia inundativa ou do bioherbicida utiliza microrganismo de forma
macica sobre populacdo de planta daninha a fim de gerar rapido e alto nivel de
doenca, com consequente morte ou supressao de populacdes da planta daninha em
guestdo (CHARUDATTAN, 1991). O sucesso do micoherbicida depende da
producdo abundante e duravel do indculo em cultura artificial, e o patdgeno deve ser
genéticamente estavel e especifico para a planta alvo (FIORILLO, 2007). Nao
devendo apresentar patogenicidade para a cultura de interesse.

Quando aplicado com sucesso, 0 controle bioldégico apresenta-se como
alternativa viavel e sustentavel, pois € considerada econémica (SCHROEDER,
1992), em vista que reduz 0s custos com sucessivas aplicagdes, uma vez que se
obtenha alta populacdo do patdgeno sua presenca mantera a populacdo da planta
daninha sob controle. Uma caracteristica interessante deste método € que ele ndo
envolve a introducdo de qualquer novo organismo para o ambiente, mas apenas o
uso de agentes patogénicos especificos do hospedeiro no momento em que eles
sao mais eficazes (WATSON, 1977).

O controle bioldgico de plantas daninhas deve ser considerado como
componente estratégico dos programas de Manejo Integrado de Plantas Daninhas,
pois € menos nocivo ao ambiente em relagdo aos herbicidas sintéticos e constitui-se
em uma importante ferramenta no manejo de plantas daninhas resistentes a
herbicidas. Assim, o objetivo do estudo foi pesquisar a micobiota contaminante de S.
montevidensis, a fim identificar espécies de fungos fitopatogénicos com potencial
para atuacdo como bioherbicida, e verificar sua especificidade quanto a cultura do

arroz irrigado.



45

3.2. Material e Métodos

O estudo foi composto por trés experimentos, onde primeiramente realizou-se
o levantamento das espécies de fungos patogénicos associados as plantas de S.
montevidensis coletadas em areas orizicolas da regido sul do RS. Posteriormente 0s
fungos, que apresentaram maior incidéncia, foram isolados e repicados para
aplicacdo sobre as plantulas de S. montevidensis, avaliando-se o nivel de controle
da planta daninha. Por fim foi testada a seletividade dos isolados para a cultura do

arroz, com o objetivo de verificar se estes sao patogénicos a mesma.

Levantamento de fungos fitopatogénicos associados a lesbes em plantas de
sagitaria ocorrentes em lavouras de arroz irrigado da regido sul do Rio Grande
do Sul

Foram realizados mapeamento e coleta de plantas de sagitaria em trés
municipios da zona sul do Estado do Rio Grande do Sul na safra agricola de
2011/12, sendo eles Pelotas, Arroio Grande e Santa Vitéria do Palmar, os quais
apresentam a 22 112 e 162 posi¢ao entre 0S municipios com maior produtividade de
arroz do Estado, respectivamente (IRGA, 2012). Nestes foram selecionadas trés
lavouras e em cada uma delas trés locais de coleta escolhidos ao acaso (Tabela 13).

Coletaram-se plantas com sintomas causadas por fungos, sendo as mesmas
mapeadas com auxlio de GPS (Garmin etrexVista™) e acondicionadas
individualmente em vasos de 8 litros preenchidos com solo do local de coleta, sendo
entdo transportadas ao laboratorio de fungos fitopatogénicos localizado no municipio
do Capdo do Ledo - Brasil - RS (Latitude 31°48'02.69" S). As lesdes foram
desinfestadas com hipoclorito de sbédio a 1% para desinfestacdo superficial,
posteriormente submetidas a camara Umida e acondicionadas em sala de
crescimento durante periodo de sete dias a temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12
horas luz, adequando as condicdbes ao desenvolvimento do fungo até sua
esporulacdo. Para a identificacdo das espécies procederam-se estudos detalhados

das caracteristicas microscopicas e macroscopicas da colonia.
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Tabela13. Locais de coleta de plantas de Sagittaria montevidensis em trés

municipios da regido sul do Rio Grande do Sul.

*Coordenadas geograficas

Cidade Lavoura Ponto de
coleta Latitude Longitude
1 -32,233873 -53,050668
A 2 -32,235538 -53,047969
3 -32,238315 -53,043354
1 -32,296559 -52,857952
Arroio Grande B 2 -32,297469 -52,857333
3 -32,302948 -52,880343
1 -32,273930 -52,906804
C 2 -32,278284 -52,912075
3 -32,284448 -52,916591
1 -33,496170 -53,402065
A 2 -33,500792 -53,403213
3 -33,523434 -53,414976
1 -33,637232 -53,493301
Santa Vitoria B 2 -33,633542 -53,488591
3 -33,630501 -53,484463
1 -33,588147 -53,445569
C 2 -33,583750 -53,439468
3 -33,576687 -53,430936
1 -31,807567 -52,482595
A 2 -31,807520 -52,481492
3 -31,806793 -52,481217
1 -31,809076 -52,464923
Pelotas B 2 -31,809617 -52,465209
3 -31,809957 -52,464450
1 -31,812786 -52,472415
C 2 -31,813949 -52,472404
3 -31,813983 -52,473972

*Datum: Sad-69

Os dados foram expressos em percentual, através da estatistica descritiva,

procurando-se estabelecer os fungos patogénicos presentes em plantas de sagitaria

gue infestam lavouras de arroz irrigado da regido sul do Rio Grande do Sul.

Nivel de controle de Sagittaria montevidensis:

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo e laboratorio de fungos

fitopatogénicos localizado no municipio do Capao do Ledo — Brasil - RS (Latitude

31°48'02.69" S). As plantas de sagitaria foram coletadas em estagio de plantula com
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3 a 4 folhas lanceoladas em &rea experimental de arroz irrigado, sendo antes
vistoriadas e coletadas somente as com boa qualidade sanitaria. As unidades
experimentais constaram de copos plasticos de 500 ml com trés plantulas por copo,
preenchidos com solo PLANOSSOLO HAPLICO Eutréfico solédico (STRECK et al.,
2008), retirado da mesma area de coleta das plantulas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes, sendo os tratamentos arranjados em esquema fatorial onde o fator A foi
composto por duas espécies de fungos isolados previamente das lesdes
encontradas nas plantas coletadas no estudo 1, e o fator B comparou seis niveis de
concentracdo de esporos (0 (testemunha), 1x1031x10%, 1x10°, 1x10° e 1x10’ esporos
mi'!) aplicados no estadio em que as plantas apresentaram uma folha sagitada.

As concentracdes foram obtidas através de diluicdes da solugdo mais
concentrada, a qual foi preparada pelo método de raspagem da colbnia pura do
fungo cultivadas em placas de petri com meio de cultura BDA, adicionando 50 ml de
agua destilada esterilizada e determinando a concentracdo dos esporos através da
quantificacdo em camara de Neubauer em microscoépio 6éptico comum de 400 vezes.
Tabela 14. Escala descritiva de notas utilizada para quantificacdo de sintomas

provocados por duas espécies de Fusarium em plantas de Sagittaria

montevidensis.

Nota de severidade Area foliar lesionada (%)

o

0
1-2
3-5

6-11
12-24
25-49
50-74
75-87
88-93
94-96
97-99
11 99-100

© 0O N o 0o A W DN P

[
o

Fonte: Campbell e Madden, (1990).
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A aplicagao foi realizada com aspersor manual, em volume suficiente para se
obter o escorrimento superficial da solucdo de esporos sobre as folhas. Em seguida
as unidades experimentais permaneceram em camara Umida durante o periodo de
21 dias. Ao final deste periodo se procedeu a determinacdo da severidade da
doenca, pela escala descritiva de Horsfall-Barrett (CAMPBELL e MADDEN, 1990)
atribuindo-se notas de acordo com a percentagem de area foliar lesionada, sendo
nota O (zero) para as folhas sadias e nota 11 para as folhas mortas (Tabela 14).

Os resultados obtidos foram analisados quanto a normalidade e
homocedasticidade e, posteriormente, submetidos a analise de variancia. Havendo
significancia, realizaram-se comparacdo de médias pelo teste t para o fator espécie
de fungo e regressao polinomial para o fator concentracdo de esporos, todos a 5%
de probabilidade. O programa utilizado o Sistema de Andlise Estatistica Winstat —
Vers&o 1.0 (MACHADO e CONCEICAO, 2003).

Seletividade dos isolados com a cultura do arroz irrigado

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratorio Didatico
de Andlise de Sementes LDAS localizado no municipio do Capéo do Ledo — Brasil -
RS (Latitude 31°48'02.69" S), na safra agricola de 2011/12, em delineamento
experimental inteiramente casualizado com quatro repeticbes. O experimento foi
conduzido em esquema fatorial onde o fator A avaliou duas espécies de fungos
(Fusarium semitectum e Fusarium oxysporum), isolados previamente das lesdes
encontradas nas plantas coletadas durante a fase de levantamento na regiéo
orizicola de Pelotas, e o fator B contrastou seis niveis de concentracdo de esporos
(0 (testemunha), 1x1031x10* 1x10° 1x10° e 1x10’ esporos ml') aplicados no
estadio de desenvolvimento R4 (SOSBAI, 2010).

A cultivar utilizada foi a IRGA 424 sendo semeadas 10 sementes por vaso com
capacidade de 8 kg preenchidos com solo PLANOSSOLO HAPLICO Eutréfico
solédico, (STRECK et al., 2008), pertencente a unidade de mapeamento Pelotas. A
calagem e a adubacdo com NPK foram realizadas sete dias antes da semeadura, de
acordo com os resultados da andlise de solo e recomendacdes da Comissao de
Quimica e Fertilidade do Solo - RS/SC (2004). Apds a semeadura as unidades
experimentais foram irrigadas diariamente mantendo-se o solo proximo a

capacidade de campo até o estabelecimento definitivo da lamina de agua, realizado
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aos 30 dias apdés a emergéncia. O desbaste foi efetuado ap6s a emergéncia,
estabelecendo-se quatro plantas por vaso.

Anteriormente a aplicacédo, os vasos foram mantidos em camara umida durante
periodo de 24 horas. A aplicacdo dos esporos foi realizada com aspersor manual,
em volume suficiente para se obter o escorrimento superficial da solucdo de esporos
sobre as folhas. Em seguida as unidades experimentais foram novamente mantidas
em camara umida por periodo de 24 horas, a fim de manter as condi¢cdes favoraveis
para a penetracdo do patégeno.

A colheita foi realizada quando as plantas estavam nos estadios R8 e R9,
caracterizando a maturidade fisiologica das sementes. ApGs foram determinados a
producdo de sementes (P): obtido pela pesagem das sementes colhidas, sendo a
umidade corrigida para 13% e os resultados expressos em grama planta™.
Sementes cheias por panicula (SC): determinado através da contagem manual de 5
paniculas por repeticio e expressos em nimero de sementes cheias panicula™.
Sementes vazias por panicula (SV): quantificado através da contagem manual de 5
paniculas por repeticéo e expressos em nimero de sementes vazias panicula™.

A qualidade fisiologica das sementes foi avaliada pelos testes de: Germinagao
(G): realizado com quatro repeticbes de 50 sementes para cada tratamento, sendo a
semeadura realizada em substrato de papel, previamente umedecido em &gua
destilada na proporcéo de 2,5 vezes a massa do papel seco, e o0s rolos mantidos em
germinador a temperatura de 25°C. As avalia¢gfes foram efetuadas aos 14 dias apos
ainstalacdo do teste, conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009)
e 0s resultados expressos em porcentagem de plantulas normais. Primeira
contagem da germinacdo (PCG): avaliada aos sete dias apoés a instalacdo do teste
por ocasido da realizacdo do teste de germinacédo. Envelhecimento acelerado (EA):
realizado em caixa tipo gerbox com tela metalica. Para isso, adicionaram-se 40 mL
de agua destilada ao fundo de cada caixa e sobre a tela foram distribuidas
uniformemente as sementes de cada tratamento. Em seguida, as caixas, contendo
as sementes, foram tampadas e acondicionadas em incubadora do tipo BOD, a 41
°C, onde permanecerdo por 96 horas. ApOs este periodo, submeteram-se as
sementes ao teste de germinacdo e avaliou-se no sétimo dia (DELOUCHE e
BASKIN, 1973). Teste de frio (TF): conduzido com quatro subamostras de 50
sementes para cada unidade experimental, sendo os rolos de papel colocados em

sacos plasticos, os quais foram vedados e mantidos em céamara regulada a
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temperatura de 10 °C durante sete dias. ApOs esse periodo, foram transferidas para
germinador e mantidas nas mesmas condigcbes do teste de germinacdo, sendo
avaliadas apos sete dias (CICERO e VIEIRA, 1994). Sanidade: A determinacdo da
sanidade das sementes foi realizada pela incubagcdo em papel de filtro “blotter test”,
onde foram avaliadas oito repeticbes com 25 sementes. As sementes foram
dispostas em caixas do tipo gerbox, sobre duas folhas de papel mata borrdo
previamente umedecido com agua destilada, as quais foram tampadas e colocadas
em camara de incubacdo com temperatura de 23°C +/- 2°C, e fotoperiodo de 12h
durante sete dias, conforme as regras para analises de sementes (BRASIL, 2009).
As sementes contendo os fungos foram classificadas visualmente em quatro classes
de acordo com o potencial de in6culo sobre as sementes sendo elas Classe 0, 1, 2 e
3, onde a classe 0 corresponde as sementes sadias e classe 3 com alto nivel de

potencial de indculo.

Em seguida realizou-se o teste de transmissibilidade com as sementes
oriundas do teste de incubacdo em papel de filtro semeando quatro repeticdes de 25
sementes para cada concentracdo e potencial estudados, em gerbox preenchidos
com vermiculita previamente autoclavada a 120 °C por 60 minutos, e umedecida
com 50% da capacidade de campo. As caixas foram colocadas em cémara de
incubacdo com temperatura de 23 °C +/- 2 °C e fotoperiodo de 12 h durante 21 dias,
conforme as regras para andlises de sementes (BRASIL, 2009).

Os dados obtidos foram entdo analisados quanto a normalidade e
homocedasticidade e, posteriormente submetidos, a andlise de variancia e havendo
significancia, realizou-se comparacdo de meédias através do teste t para o fator
espécie de fungo e regressdo polinomial para o fator concentracdo de esporos,
todos a 5% de probabilidade. O programa utilizado o Sistema de Andalise Estatistica
Winstat — Versdo 1.0 (MACHADO e CONCEICAO, 2003). Os dados referentes a
sanidade das sementes foram analisados através de estatistica descritiva.

3.3. Resultados e Discusséao

Os resultados obtidos estdo apresentados separadamente na ordem que 0sS
estudos foram conduzidos.

Levantamento de fungos patogénicos sobre plantas de sagitaria ocorrentes em

lavouras de arroz irrigado daregido sul do Rio Grande do Sul
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A partir das observacdes das estruturas morfolégicas dos fungos foi possivel
identificar os géneros Botrytis sp., Cercospora sp. E Fusarium spp. associados as
lesdes nas plantas de sagitaria. O género Fusarium, por estar associado a 100% das
amostras foi identificado em espécies sendo as caracteristicas observadas
comparadas com as descritas por NELSON et al.,, 1983 e SUTTON et al., 1998
(Figuras 13 A eB,e 14A,B,Ce D).

Figura 13.Caracteristicas macroscoépicas de duas espécies de Fusarium isoladas de

plantas de Sagittaria montevidensis oriundas da regido sul do Estado do
Rio Grande do Sul. Em “A” F. oxysporum, e “B” F. semitectum. Capéao do
Ledo, 2012.
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Figura 14.Caracteristicas microscopicas de duas espécies de Fusarium isoladas de
plantas de Sagittaria montevidensis oriundas da regido sul do Estado do
Rio Grande do Sul. Em “A” macro e microconidios, e “B” filiades de F.
oxysporum, em “C” filades e macroconidios, e “D” conidios e

esporodoquios de F. semitectum. Capdo do Ledo, 2012.
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Tabela 15. Espécies de fungos fitopatogénicos ocorrentes em plantas de

Sagittaria montevidensis coletadas em trés municipios da regido sul do

Rio Grande do Sul. Capéo do Leéo, 2011.

Cidade Lavoura Coleta Espécies de fungo

*F. semitectum, F. oxysporum
. semitectum, F. oxysporum

. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp.

. semitectum, F. oxysporum
Arroio Grande B . semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora

. semitectum, F. oxysporum

sp.

. semitectum, F. oxysporum
. semitectum, F. oxysporum

. semitectum, F. oxysporum

. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora
. semitectum, F. oxysporum,Cercospora sp.
. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora

sp.

sp.

. semitectum, F. oxysporum,Cercospora sp.
Santa Vitoria B . semitectum, F. oxysporum, Cercospora sp.

. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora

sp.

. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora
. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora

M MM T T|m T MM T (M T T|m T

F. semitectum, F. oxysporum, Botrytis sp., Cercospora

sp.
sp.
sp.

F semitectum, F. oxysporum
F semitectum, F. oxysporum

F semitectum, F. oxysporum

F semitectum, F. oxysporum
Pelotas B F semitectum, F. oxysporum

F semitectum, F. oxysporum

F semitectum, F. oxysporum
F semitectum, F. oxysporum

W N PIW N RPIODN PIODNPIWODNPIWODN PITWODNPIWODNPRPRPIWDNPRP

F semitectum, F. oxysporum

Observou-se que 100% das amostras apresentaram-se infectadas pelos

fungos F. oxysporum e semitectum, sendo predominante a presenca de F.

oxysporum nas folhas e de F. semitectum no caule (Tabela 15). Do total de

amostras, 38% apresentaram-se infectadas com Cercospora sp. e 31% com Botrytis

sp. As lesbes causadas pelo fungo Cercospora sp. distribuiam-se entre caules e
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folhas, enquanto que as lesbes de Botrytis sp. foram observadas nos frutos e
aquénios (Figura 2).
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Figural5. Porcentagem de incidéncia das principais espécies de fungos

fitopatogénicos ocorrentes em plantas de Sagittaria montevidensis na
regido sul do estado do Rio Grande do Sul. Capéo do Leé&o, 2011.

Nas amostras coletadas no municipio de Arroio Grande 11% das amostras
apresentaram-se infestadas por Cercospora sp. e 22% infestadas por Botrytis
(Figura 16A). No municipio de Santa Vitéria do Palmar foi constatada a maior
incidéncia de Cercospora sp. e Botrytis sp., onde 100 e 67% das amostras estavam
infestadas com os fungos, respectivamente (Figura 16B). As amostras coletadas no
municipio de Pelotas apresentaram somente infestagdo com as espécies F.
oxysporum e F. semitectum (Figura 16C).
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Figura 16. Porcentagem de incidéncia dos principais fungos fitopatogénicos
ocorrentes em Sagittaria montevidensis em trés municipios da regiao

Sul do Rio Grande do Sul. Em “A” Arroio Grande, “B” Santa Vitoria do
Palmar e “C” Capao do Leado. Capao do Leao, 2011.

Consta na literatura uma gama de espécies de fungos fitopatogénicos
infestando folhas de S.montevidensis, dentre elas Pseudocercospora arthrospora,
encontrada na regido do Parana, Santa Catarina e Rio de Janeiro causando necrose
nas folhas; Plectosporium alismatis, encontrado nos Estados do sul do Brasil, Rio de
Janeiro e Minas Gerais; Colletotrichum gloeosporioides causador da antracnose,
comumente encontrado nos Estados do Rio de Janeiro, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul; Cercospora sagittariae encontrada em seis Estados do Brasil e
causadora de manchas necréticas nas folhas; Cercospora apii, essa ocorrendo

somente nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais; Botrytis cinerea, encontrada
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infestando folhas de sagitaria somente em canais drenados e terras altas no rio de
Janeiro; e, Alternaria alternata encontrada somente no Estado do Rio Grande do Sul
e causadora de danos moderados nas folhas (SOARES e BARRETO, 2009). Cabe
destacar que nao foram encontrados relatos de tabalhos que tenham constatado a

presenca de F. oxysporum e F. semitectum infectando esta planta daninha.

Efeito de diferentes concentracfes de espécies de Fusarium em plantulas de
sagitaria:

A partir dos resultados obtidos durante a fase de levantamento optou-se por
conduzir os testes de controle da planta daninha apenas com as espécies de
Fusarium, devido a sua maior ocorréncia na regides orizicolas levantadas.

A andlise de normalidade e homocedasticidade demonstrou que os dados ndo
necessitam ser transformados. Nao houve interacdo entre os fatores analisados e
nem efeitos principais de espécies de Fusarium ou concentracdes.

Constatou-se que a aplicacdo das duas espécies de Fusarium ou as
concentragcbes de esporos nao foi efetiva no controle das plantulas de S.
montevidensis quando as mesmas encontravam-se no estadio de uma folha
sagitada (dados ndo apresentados). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
avaliar a efetividade dos mesmos, em vista de que as plantas adultas isoladas
apresentavam lesdes consideraveis, sendo necessario testar a efetividade em
diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Além disso, o estudo carece de
testar um maior nimero de aplicacdes, visto que ja foi constatada em pesquisas
semelhantes, maior efeciéncia no controle de plantas daninhas através de agentes
bioldgicos quando se realizaram aplicacbes sequenciais dos mesmos (FIORILLO,
2007). Como exemplo, pode se citar a aplicacédo de Cylindrocarpon sp. no controle
dessa mesma planta daninha foi mais efetivo quando realizaram-se de duas a trés
aplicagbes consecutivas em intervalos de 21 dias, ou ainda trés aplicagbes
espacadas em 14 dias, aplicados em estadios fenoldgicos mais avancados
(FIORILLO, 2007).

Interagdo dos isolados com a culturado arroz irrigado
Além dos danos anteriormente descritos, causados pela interferéncia direta
das plantas daninhas nas lavouras de arroz, vale ressaltar que durante os periodos

de pousio as plantas infestantes podem servir de hospedeiro secundario a
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patégenos associados a cultura, aumentando assim a fonte de inéculo inicial quando
a cultura se fizer presente. Essa caracteristica se faz particularmente importante ao
se tratar de espécies de Fusarium, os quais podem ter uma ampla gama de
hospedeiros. Existem mais de 70 espécies do género Fusarium presentes em
diversas regibes do mundo (LESLIE e SUMMERELL, 2006), entre as formas
especializadas de F. oxysporum, por exemplo, existem algumas com total
especificidade por hospedeiro, outras, entretanto, como F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, ndo possuem essa caracteristica, devido ao fato de ndo serem
altamente especializadas, o que proporciona a ocorréncia de hospedeiros
alternativos, denominados hospedeiros secundarios (MACHADO, 2008). Nesse
contexto torna-se particularmente importante investigar a interacdo entre essas duas
espécies a cultura do arroz irrigado.

Os resultados foram submetidos a analise de normalidade e
homocedasticidade, ndo sendo necesséria a transformacdo dos dados. Constatou-
se que para as variaveis PCG, G, TF e EA nao houve interacdo entre os fatores de
tratamento ou efeitos principais (dados ndo paresentados), para as demais varaveis
constatou-se interacao entre os fatores de tratamento.

A auséncia de resposta a iniculacdo com Fusarium diferem do que foi
constatado em sementes de pepino, quando as mesmas foram inoculadas com
Fusarium moliniforme a germinacdo e o vigor foram reduzidos (MENEZES, 2009).
Entretanto, o fungo em questao apresentava-se associado as sementes, diferente do
presente estudo, no qual os isolados encontravam-se associados as plantas de S.
montevidensis.

Autores apontam Fusarium sp. como causador de podriddes radiculares,
manchas em sementes e reducdo da massa das sementes, assim como foi
constatado em sementes de arroz irrigado (MOTTA BICCA et al., 1998). A respeito
da especificidade do patdbgeno em estudo com andlise de restricdo de DNA
ribossomal amplificado (ARDRA) para testar a esfpecificidade de espécies de
Fusarium solani em soja e feijoeiro, foi constatado que 17 isolados nao
demonstraram especificidade de hospedeiros (OLIVEIRA e COSTA 2002).
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Tabela 16. Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), de
plantulas de arroz, rendimento de sementes por planta (P), sementes
cheias (SC) produzidas de plantas de arroz, cultivar Irga 424

submetidas a inoculacdo de duas espécies de Fusarium. Capédo do

Ledo, 2011.
CPA (cm) CR (cm)
Concentracéo - -
(Esporos n1'1) F. oxysporum F. semitectum F. oxysporum F. semitectum
O (testemunha) 5,65 a 5,65 a 15,95 a 15,95 a
10° 5,20 a 5,08 a 12,46 a 9,16 b
104 5,38 a 4,69 b 12,34 a 9,82 b
10° 4,60 a 4,88 a 8,96 a 9,98 a
10° 4,54 a 4,74 a 8,70 a 8,89 a
107 451 b 5,22 a 8,75 a 10,65 a
Média 4,98 5,04 11,19 10,74
C.V.(%) 6,63 13,37
P (g pIanta'l) SC
Concentracéo - -
(Esporos ml'l) F. oxysporum F. semitectum F. oxysporum F. semitectum
O (testemunha) 319a 3,19 a 85 a 85 a
10° 2,49 b 3,19 a 66 a 60 a
10% 2,47 a 1,83 b 80 a 70 a
10° 1,79 a 1,96 a 73 a 66 a
108 1,74 a 2,00 a 89 a 55 b
10’ 1,75 a 1,78 a 77 a 64 a
Média 2,24 2,32 78 66
C.V.(%) 13,31 14,59

*Médias seguidas da mesma letra minGscula na linha, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo

teste de T a 5% de probabilidade.

Para o comprimento da parte aérea (CPA) e de raiz (CR) das plantulas, F.
semitectum foi mais prejudicial do que o F. oxysporum na concentracdo de 10*
esporos mlt, e o contrario quando aplicados na concentracdo de 10’ esporos ml*
(Tabela 16). A espécie F. semitectum foi mais prejudicial também para o
comprimento da raiz das plantulas, quando aplicados nas concentragdes de 103 e
10* esporos ml*t. Observando o comportamento da curva de comprimento de parte
aérea em fungdo da concentracdo de esporos para cada uma das espécies, pode-se
inferir que a espécie F. oxysporum causou reducéo linear no comprimento da parte
aérea das plantulas, sendo essa reducdo na ordem de 0,16 cm por aumento

exponencial da concentracdo, enquanto que F. semitectum apresentou em
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comportamento quadratico negativo, sendo mais prejudicial na concentracdo de 10°2
esporos ml'! (Figura 17A).

O comprimento de raiz, de maneira semelhante a parte aérea, foi reduzido
linearmente pela espécie F. oxysporum, na ordem de 0,99 cm de raiz por unidade de
aumento da concentracdo de esporos, enquanto F. semitectum demonstrou
comportamento quadratico negativo, sendo mais prejudicial na concentracdo de 10°>°
esporos mi?! (Figura 17B). J& é conhecido que este patégeno pode se manifestar de
diferentes formas, de acordo com a cultura existente (GRUSZYNSKI, 2001), sendo
gue seu ataque nem sempre causa a morte das plantas, pode também causar
diminuicdo no crescimento, e também o aparecimento de folhas “queimadas” de cor
marrom na parte basal das plantas (MENEZES, 2009).

20
10 1@ F. oxysporum =-0,1556x+ 5,76
R2=10,80 *F
oxysporurs -0,99x + 16,144 R?=0,92
8 {mF. semitectum= 0,0314x2 - 0,3268x+ 5,678 15 .
R2=10,81
L A 4
4 10
F. . v V'S
2 SeMICtUM=  5117x2 - 2,371x + 15,891
R2=0,94
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Figural7. Em “A” comprimento de parte aérea e “B” comprimento de raiz de
plantulas de arroz da cultivar Irga 424 oriundas de plantas submetidas
a solucdo com diferentes concentracdes de esporos de F. oxysporum e

F. semitectum. Capéao do Leéo, 2011.

Para a variavel producdo de sementes por planta (P) a espécie F. oxysporum
apresentou-se mais prejudicial na menor concentracdo de esporos testada,
entretanto na concentracdo de 10* esporos mi' a espécie F. semitectum causou
maior queda no producdo de sementes, acima dessa concentracdo as espécies de
Fusarium ndo diferiram entre si (Tabela 16). Para ambas as espécies o rendimento

de sementes por planta reduziu linearmente com o aumento da concentracdo de
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esporos, sendo esta reducdo na ordem de aproximadamente 0,20 gramas planta™
por unidade de aumento da concentracao de esporos (Figura 18A).

O ndmero de sementes cheias por panicula (SC) diferiu somente na
concentracdo de 10° esporos ml, onde a espécie F. semitectum foi mais prejucial
causando menor nimero de sementes cheias (Tabela 16). A reducdo observada
para F. semitectum foi na ordem de 3,29 sementes cheias por unidade de aumento
da concentracdo de esporos, enguanto que para F. oxysporum nao foi constatado
efeito significativo para essa varidvel (Figura 18B). Nao foi constatado efeito

significativo para os fatores de tratamento para a variavel SV (dados ndo

apresentados).
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Figural1l8. Em “A” rendimento de sementes por planta, “B” numero de sementes
cheias produzidas por plantas de arroz, cultivar Irga 424 submetidas a

solugdo com diferentes concentracbes de esporos de F. oxysporum e
F. semitectum. Capéo do Leéo, 2011.

A porcentagem de sementes de arroz classificadas na classe 1 aumentou
com o incremento da concentracdo de esporos da solugcdo aplicada sobre as
plantas, sendo que a concentracdo de 10’ aumentou em 14,5% a porcentagem de
sementes infectadas nessa classe, comparativamente a testemunha (Tabela 17). O
nimero de sementes infestadas na classe 2 aumentou em 6% na maior
concentragcdo em relacdo a testemunha enquanto que na classe 3 a concentragao

de 10° foi superior as demais. Para a espécie F. semitectum a concentragéo de 103
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apresentou maior numero de sementes insfestadas nas classes 1 e 2, e

praticamente ndo alterou o nimero de sementes infestadas na classe 3.

Tabela 17. Porcentagem de sementes e arroz da cultivar Irga 424 infestadas com

duas espécies de Fusarium, oriundas de plantas de arroz submetidas a

aplicacdo de duas espécies de fungos. Capéo do Ledo, 2011.

Espécie Concentracédo Classe 0 Classe 1 (%) Classe 2 (%) Classe 3 (%)

O(testemunha) 85,0 7,0 40 40

103 88,5 455 4,5 2,5

. oxysporum 10;1 80,0 9,5 6,0 4,5
10 62,0 15,5 10,0 12,5

108 73,5 15,0 6,0 55

107 64,5 21,5 10,0 4,0

Otestemunha) 85,0 7,0 4,0 4,0

10° 70,5 17,5 8,5 3,5

F. semitectum 10: 835 11,5 3.5 L5
10 82,5 9,0 4,0 45

10° 95,0 1,0 2,0 2,0

107 88,0 5,0 4,0 3,0

Nao houve efeito significativo para a transmissibilidade dos fungos presentes
nas sementes infestadas para as plantulas de arroz, sendo praticamente nula a

presenca de plantulas com sintomas de fusariose (dados ndo apresentados).

3.4. Conclusao

Os fungos Fusarium oxyosporum e Fusarium semitectum apresentam maior
incidéncia sobre as plantas de Sagittaria montevidensis ocorrentes em lavouras
orizicolas da regido sul do estado do Rio Grande do Sul.

Os isolados de F. oxyosporum e F. semitectum ndo séo efetivos no controle de
Sagittaria montevidensis quando aplicados de forma singular e no estadio fenologico
de plantula com uma folha sagitada.

A aplicacdo de F. oxyosporum e F. semitectum, quando aplicados na fase de
floracdo das plantas de arroz irrigado, podem causar perdas de rendimento e
reducdo no comprimento radicular, entretanto, praticamente ndo alteram a qualidade

fisiologica das sementes produzidas.



4. Consideragdes finais:

O conhecimento de cultivares de arroz que apresentam maior potencial
alelopatico, permitird sua utilizacdo como importante pratica integrada de manejo
para desenvolvimento de sistemas de producdo de arroz com menos dependéncia
de herbicidas. Ainda, a sele¢cdo de cultivares com maior potencial alelopéatico
possibilitara a realizacdo de estudos visando identificar quais os compostos
responsaveis pela eficiéncia, o que posteriormente permitira a sintese de novos
herbicidas com caracteristicas ambientais mais favoraveis.

S&0 necessarios maiores estudos em relacdo as duas espécies de Fusarium
isoladas das plantas de sagitaria, visto que esses fungos encontravam-se
associados as mesmas em todas as amostras coletadas, estando geralmente
associados as lesbGes, e ndo causaram patogenicidade na cultua do arroz. Para
pesquisas posteriores recomenda-se avaliar aplicacdes sequenciais do patégeno em
diferentes estadios de desenvolvimento das plantulas de sagitaria e a interagdo com

diferentes adjuvantes.
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