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RESUMO

A utilizagdo de gendtipos de culturas com potencial alelopatico superior é
considerada uma importante alternativa para manejo de plantas daninhas. Estas
cultivares também podem ser utilizadas para isolamento de substancias
potencialmente alelopaticas, como base para producdo de herbicidas sintéticos.
Contudo, ha dificuldades para reproduzir-se a campo os resultados de atividade
obtidos em ensaios conduzidos em laboratorio. Este trabalho objetivou determinar a
existéncia de variabilidade entre gendtipos de sorgo quanto a produgédo de extratos
hidrofébicos de raizes; relacionar o potencial alelopatico mensurado em laboratério
com a supressao diferencial de plantas daninhas por estes gendtipos a campo; e
verificar a importédncia de fatores limitantes do desempenho da substancia
sorgoleone em nivel de campo. Realizaram-se experimentos em casa de vegetacgao
e em laboratério para testar o potencial alelopatico de extratos hidrofébicos e
hidrofilicos de plantas de sorgo e quantificar a produgdo e o comportamento
ambiental de sorgoleone. No campo, foram quantificados os efeitos de diversos
gendtipos dessa cultura. Ha variabilidade entre gendtipos de sorgo quanto a
producdo de extratos hidrofobicos. O aleloquimico sorgoleone é o principal
componente de extratos hidrofdbicos de raizes de sorgo. Nao se constatou relagao
de dependéncia entre producéo de sorgoleone por genotipos de sorgo em laboratério
e capacidade de supressdo de plantas daninhas a campo, por estes gendtipos. O
gendtipo de sorgo BR 601 apresenta potencial alelopatico superior em laboratério, e
pertence ao grupo de gendtipos com maior efeito alelopatico a campo. A limitada
acao de sorgoleone a campo deve-se a elevada sorgdo aos coldides do solo e a
reduzida concentragao no ambiente externo as raizes.
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ABSTRACT

The use of genotypes with superior allelopathic potential is considered an important strategy
for weed management. These genotypes can also be used to isolate allelopathic compounds, which
can be used as leads to the discovery of synthetic herbicides. However, experimental difficulties limit
the demonstration of allelopathy at the field. The objectives of this work were to evaluate the variability
on the production of hydrophobic extracts by sorghum roots; to compare the allelopathic potential
observed on laboratory with the ability of the genotypes to reduce weed infestation at the field; and to
evaluate the impact of limiting factors on the performance of the compound sorgoleone at the field.
Experiments were conducted at greenhouse and at laboratory to evaluate the allelopathic potential of
hydrophilic and hydrophobic extracts of sorghum plants and to quantify the production and the
limitation of sorgoleone in the environment. Field experiments were carried out to quantify the
allelopathic effect of several sorghum genotypes. The potential to produce hydrophobic extracts is
dependent on sorghum genotype. The allelochemical sorgoleone is the main component of
hydrophobic extracts of sorghum roots. There is no relationship between sorgoleone production by
sorghum genotypes at the laboratory and their weed suppressing abilities at the field. Sorghum BR 601
has superior allelopathic potential, in laboratory, and is among the genotypes with superior allelopathic
potential at the field. Sorgoleone limited action is attributed to its sorption to soil colloids and to the
limited concentration outside sorghum roots.
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a superficie do solo. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,
1999/2000.... .. e ————————————————

FIGURA 4.2 - Densidade populacional de Brachiaria plantaginea, Sida
rhombifolia e total, em funcdo de niveis crescentes de
palha sobre o solo,aos 22 e 50 dias apdés a sua
movimentacgado (DAM), na média dos gendtipos BR 304 e
BR 601. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/2000..............

FIGURA 5.1 - Relagdo entre os tempos de retengdao (TR’s) das
substancias utilizadas como referéncia para estimacdo do
kow de sorgoleone, e de seus respectivos coeficientes de
particdo. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001..........cccvvveennnnnnn.

FIGURA 5.2 - Relacao entre quantidades sorvidas e concentracido de
equilibrio de sorgoleone nos sistemas de solventes
compostos por MeOH:H,0 e MeOH. UFRGS, Porto Alegre
(RS), 2007 .. e e e e e
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1. INTRODUGAO GERAL

Nas comunidades vegetais, as plantas podem interagir de forma positiva, negativa ou neutra.
Interferéncia é o termo geral para interagbes entre espécies ou entre populagbes dentro de uma
espécie. Ela representa o efeito da presengca de um organismo sobre o desenvolvimento de seus
vizinhos vegetais, resultante de uma alteragdo no ambiente (Radosevich et al., 1997).

As interagbes entre organismos sao fundamentais para a determinagcdo da abundancia e
padrao de distribuicdo das espécies na comunidade, da produtividade de varias espécies cultivadas e
do grau de interferéncia sobre plantas daninhas (Kil & Yim, 1983; Rice, 1984). Na ecologia vegetal,

competicdo e alelopatia estao entre as formas de interferéncia negativa mais estudadas.

1.1. Defini¢oes de alelopatia

Uma definicdo classica atribui a alelopatia as interagcdes planta a planta, incluindo também
microorganismos, que podem resultar em efeitos inibitdérios ou estimulatérios (Rice, 1984). Esta
definicao foi ampliada mais recentemente, sendo proposto que a alelopatia faz parte de uma rede de
comunicagao quimica entre organismos, contribuindo para a defesa das plantas (Lovet & Ryuntyu,
1992; Rizvi & Rizvi, 1992). Conforme definigdo adotada pela Sociedade Internacional de Alelopatia,
este fendbmeno trata de qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios ou agentes biolégicos
que influenciem o crescimento e o desenvolvimento de sistemas bioldgicos (Saxena et al., 1996a).

1.2. Diferenciagdo entre alelopatia e competicdo

A competicao é caracterizada pelo efeito mutuamente adverso de organismos

que utilizam recursos limitados, enquanto alelopatia € considerada um tipo de
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amensalismo, em que somente um organismo € afetado, enquanto outro permanece
estavel (Radosevich et al., 1997).

Alelopatia pode ser diferenciada de competicdo porque, na primeira forma de
interferéncia, ha liberagao de uma substancia no meio, enquanto no segundo caso é
a falta de fatores de producgao, tais como agua, luz e nutrientes, que produz efeitos
sobre os organismos. No entanto, varios autores tém observado dificuldades em
separar estes dois fenbmenos a campo (Dekker et al., 1983; Fuerst & Putnam, 1983;
Weidenhamer et al., 1989; Nilsson, 1994). Efeitos alelopaticos pouco intensos no
estadio de plantula podem ser superestimados ou revertidos pelo efeito competitivo
(Trembath, 1974 apud Weidenhamer, 1996).

Muitos metabdlitos secundarios, como substancias fendlicas e terpendides,
sao capazes de influenciar o ciclo de nutrientes, aumentando ou reduzindo a
disponibilidade destes em sistemas terrestres e aquaticos (Inderjit et al., 1999). O
estresse nutricional pode levar diretamente a interferéncia competitiva e, também,
pode ocasionar aumento da producdao de substancias alelopaticas em plantas
cultivadas ou em plantas daninhas (Rice, 1984; Klein & Blum, 1990). Esta
reciprocidade de acdes entre competicdo e alelopatia dificulta e, praticamente,
inviabiliza a separagcdo destes fenbmenos a campo (Inderjit & Del Moral, 1997;
Dakshini et al., 1999). Contudo, para uma determinada quantidade de substancia
alelopatica, o aumento da densidade de plantas-alvo diminui o efeito alelopatico,
embora aumente a interferéncia por competicdo (Weidenhamer et al., 1989), o que

possibilita a distingdo entre os dois fendbmenos em condi¢des controladas.

1.3. Provas da existéncia de alelopatia
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Tem havido preocupagdo com a forma com que as pesquisas sobre alelopatia sao
conduzidas, especialmente pela falta de metodologias e técnicas experimentais adequadas que
permitam uma investigagdo mais aprofundada do processo alelopatico (Inderjit & Dakshini, 1999).
Embora o isolamento de compostos altamente ativos seja uma realidade em um grande numero de
casos, dados quantitativos sobre a liberagdo de aleloquimicos no solo sdo muito dificeis de se obter
(Weidenhamer, 1996). Isto contribui para o ceticismo em relagéo a existéncia de alelopatia em agro e
ecossistemas, fato revelado por muitos cientistas (Patterson, 1986; Schmidt, 1988; Dalton, 1989;
Yenish et al., 1995).

Uma adaptagéo do postulado de Koch, utilizado em microbiologia, foi proposta por Fuerst &
Putnam (1983), para que fosse provada uma hipotese de alelopatia. Esta adaptagéo incluiria os
seguintes passos: (a) identificacdo e quantificacdo dos sintomas; (b) isolamento, identificacdo e
sintese da substancia e caracterizagdo de sua atividade bioldgica; (c) obtencéo de sintomas similares
com a simulagdo da aplicagdo da substancia; (d) quantificagdo da liberagdo da substancia no
ambiente e de sua absorgdo pela planta alvo. Trabalhos desenvolvidos por Pratley et al. (1999),
caracterizando a alelopatia de Vulpia spp., planta daninha comum em pastagens na Australia,
estabelecem um protocolo que se aproxima bastante das exigéncias do postulado de Koch, indicando
diferentes compostos responsaveis pelo fendmeno alelopatico e sua dindmica no ambiente. No
entanto, embora as vantagens da aplicacdo destas exigéncias sejam claras, a necessidade de
investimentos vultuosos e de periodos experimentais longos tém dificultado a execugao do postulado

em sua plenitude, especialmente seus dois ultimos passos.

1.4. Substancias alelopaticas: producao pelas plantas e grupos envolvidos

Substancias quimicas com potencial alelopaticos podem estar presentes em
todos os tecidos vegetais (Putnam, 1987). Sua presenga varia em quantidade e
qualidade e de espécie para espécie. As quantidades de substancias potencialmente

alelopaticas produzidas variam de um local de ocorréncia ou estadio de
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desenvolvimento para outro, pois sua sintese sofre a influéncia de fatores genéticos
e de ambiente, bidticos e abidticos (Almeida, 1988; Einhellig, 1996; Ferreira & Aquila,
2000).

A melhor maneira de se descrever a natureza quimica das substancias
alelopaticas € a sua diversidade, pois varia desde simples hidrocarbonetos, como o
etileno, até compostos complexos, como os policiclicos, com pesos moleculares
bastante elevados (Putnam, 1987). Conforme sua similaridade quimica e vias de
sintese, Rice (1984) estabeleceu 14 categorias de compostos alelopaticos: taninos
hidrolisaveis, acidos galico, digalico e protocatecuico; aminoacidos e polipeptideos;
alcaléides e cianohidrinas; 6leos glicosideos de mostarda; purinas e nucleotideos;
fendis simples, acido benzdico e derivados; cumarinas; flavondides; taninos
condensados; acidos organicos soluveis em agua, aldeidos alifaticos e cetonas;
lactonas simples insaturadas; acidos graxos de cadeia longa; naftoquinonas,
antraquinonas e quinonas complexas; terpendides e esterodides.

Terpendides e acidos fendlicos sdo categorias de compostos alelopaticos mais
comumente associadas a alelopatia. Fatores apontados para isto sdo a habilidade
dos investigadores e as facilidades analiticas em laboratérios para isolar e identificar
determinados compostos, 0 menosprezo a compostos que se encontram em
menores concentragcdes (Inderjit & Dakshini, 1999; Dalton, 1999) e o pequeno
numero de substancias analisadas para uso potencial, em relagdo aos milhares de
compostos naturais anualmente identificados (Ferreira & Aquila, 2000). Recentes
avangos na quimica de produtos naturais, através da utilizacdo de técnicas

modernas de extragao, isolamento, purificacdo e de identificagdo, tém contribuido
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para o conhecimento mais acurado dos compostos secundarios (Waller et al., 1999;
Rimando et al., 2001).

Para que um composto seja considerado potencialmente habil para exercer
alelopatia, basta que sua solubilidade exceda a concentragcdo necessaria para
atividade biologica (Weidenhamer et al., 1993). Como, freqlientemente, a inibicdo no
desenvolvimento de plantas, causada por alelopatia, € resultante de varios
compostos (Einhellig, 1996), € recomendavel a condugcdo de bioensaios com

utilizacdo de todos os compostos identificados, isoladamente e em mistura.

1.5. Efeitos alelopaticos em laboratério e no campo

As substancias alelopaticas podem ser liberadas no ambiente através dos processos de
volatilizagao, lixiviagdo, exsudagao radicular e de decomposi¢cdo microbiana. As taxas de liberagéo
destas substancias dependerdo de sua forma de liberagédo, de sua concentragdo nos tecidos e das
condigdes de ambiente.

O efeito alelopatico das substancias apés liberagdo no solo é, geralmente, muito menor do que
0 impacto gerado em ensaios conduzidos em laboratério. Por exemplo, a concentragdo do éster de
dehidromatricaria (composto alelopatico produzido por Solidago altissima) necessaria para reduzir em
50% o desenvolvimento de plantulas de arroz foi 20 vezes maior no solo do que em meio de cultura
com agar (lto et al., 1998). Também, extratos de folhas de Trichostema lanceolatum, muito fitotéxicos
em ensaios em placas de petri, produziram pequeno efeito quando adicionados ao solo (Heisey &
Delwiche, 1985).

As diferengas produzidas nestas situagdes tém conduzido a recomendagdes como: “Qualquer

teste destinado a compostos alelopaticos em meio artificial que ndo leve em conta fatores fisicos,
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quimicos e biolégicos do solo ndo ajuda a prever seu potencial alelopatico na natureza” (Inderjit &

Weston, 2001).

1.6. Substancias alelopaticas: comportamento no ambiente

As diferengas observadas entre situacdes de laboratério e de campo ocorrem
porque, para que haja manifestacdo de alelopatia, primeiramente a substancia deve
ser liberada ou transformada e, posteriormente, acumulada em concentragdo que
propicie o efeito inibitério. A liberacdo da substadncia ndo garante fitotoxicidade
porque, a exemplo dos herbicidas, elas estdo sujeitas aos processos de retencao,
transporte e transformagao, que determinam sua dindmica no solo (Cheng, 1992).
Dentre estes processos, assumem importancia destacada os fendémenos de
adsorgao ao solo e degradagao microbiana.

Em geral, os compostos alelopaticos estdo sujeitos a adsorgdo tanto as
fracbes minerais quanto as fragdbes da matéria organica dos solos (Schmidt & Ley,
1999). Solos com elevados teores de matéria organica ou de argila geralmente retém
mais compostos alelopaticos do que solos arenosos (Dalton et al., 1989). O tipo de
argila e o teor de 6xidos de ferro e aluminio podem influenciar a habilidade do solo

em adsorver substancias fenodlicas (Huang et al., 1977).

As substancias derivadas do metabolismo primario das plantas sdo rapidamente degradadas
pelos microrganismos do solo, enquanto os metabdlitos secundarios s&o destruidos mais lentamente,
em funcdo de sua natureza mais complexa (Waller et al., 1999). Esta generalizacdo nao é
compartilhada por De Scisciolo et al. (1990), que observaram que juglona, uma quinona exsudada por
plantas de nogueira (Juglans nigra), serve como fonte de rapida disponibilidade de carbono para os

microrganismos do solo. No entanto, algumas substancias sédo transformadas por microrganismos em
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formas mais toxicas do que o composto original, como &€ o caso da transformacédo de 2,3-
benzoxazolinona (BOA) em 2,2’-oxo-1,1’-azobenzeno (AZOB) (Nair et al., 1990). Desta forma, fica
claro a importancia do estudo do comportamento no ambiente tanto da substancia liberada na sua

forma original, quanto dos metabdlitos gerados.

A maior afinidade dos microrganismos com as substancias alelopaticas e sua
melhor distribuicdo no solo, capacita-os a metaboliza-las mais rapidamente do que
as raizes das plantas (Blum, 1999; Schmidt & Ley, 1999). Desta forma, a maior
recalcitrancia dos compostos alelopaticos € altamente desejavel para a manifestagcéo
do fenébmeno alelopatico.

A aproximacado espacial entre planta produtora do composto alelopatico e
planta alvo também otimiza o aproveitamento dos aleloquimicos antes que eles
sejam inativados no solo. Por exemplo, o desenvolvimento de plantas de Ambrosia
dumosa foi inibido quando as raizes de plantas diferentes se tocaram, mas né&o
houve inibigdo quando houve contato entre raizes da mesma planta (Mahall &
Callaway, 1992). Como muitas substancias sao rapidamente inativadas por
microrganismos quando em contato com o solo, a chance de ocorrer interagao
alelopatica aumenta quando aquelas sao liberadas nas proximidades ou em contato

com a planta alvo.

1.7. Estratégias para usar alelopatia no manejo de plantas daninhas

Das possiveis estratégias envolvendo alelopatia no manejo de plantas daninhas, podem-se
destacar a utilizacao de espécies de cobertura morta e de espécies com maior potencial alelopatico e

a selecao de gendtipos com maior potencial alelopatico.
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1.7.1. Uso de espécies de cobertura morta

O uso de coberturas mortas (restos vegetais) € a estratégia empregada com
maior éxito na agricultura. O manejo de plantas daninhas através do uso de
coberturas vegetais tem se intensificado pela possibilidade de redugéo dos custos de
producdo dos produtos agricolas. Além disso, € crescente a preocupagdo com 0O
impacto negativo de substancias quimicas sintéticas no ambiente. A grande maioria
dos compostos naturais apresenta pequena persisténcia no ambiente e pouca

ameagca a saude humana (Rizvi & Rizvi, 1992).

A manutengéo dos residuos culturais na superficie do solo faz com que sejam degradados
mais lentamente do que quando incorporados, devido ao menor contato com a superficie do solo, o
que resulta em liberagdo mais lenta das substancias alelopaticas (Almeida, 1988). Desta forma,
quando os residuos culturais sdo incorporados ao solo sdo esperados efeitos alelopaticos mais
intensos no inicio do ciclo de plantas em sucessao, enquanto quando os residuos sdo mantidos na
superficie, os efeitos manifestam-se em estadios de desenvolvimento mais avangados (Roth et al.,
2000).

Associados aos possiveis efeitos alelopaticos gerados pela presenca da palha
na superficie do solo, outros efeitos quimicos, fisicos e biolégicos sdo determinantes
na supressao da germinagao e no desenvolvimento de plantas daninhas no sistema
de semeadura direta, isto €, sem revolvimento do solo. Dentre os processos fisicos
mais importantes, estdo as redugdes na passagem de radiacédo solar e na amplitude

térmica na camada superficial do solo (Aase & Tanaka, 1991; Teasdale & Mohler,

1993; Vidal, 1995). Além da interacdo alelopatica, os efeitos quimicos/biolégicos das
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coberturas mortas compreendem mudancgas no pH e na dinamica de nutrientes no
solo (Da Ros & Aita, 1996; Argenta et al., 1999). Varios trabalhos indicam que, a
medida em que sdo aumentados os niveis de palha na superficie do solo, a
magnitude dos efeitos é elevada, o que resulta em redugao progressiva da infestacao
de plantas daninhas (Vidal & Bauman, 1996; Theisen et al., 2000). A manifestacao
conjunta dos efeitos é referida como co-linearidade (Inderjit & Dakshini, 1995). Em
funcdo dos multiplos fatores envolvidos, é dificil isolar-se o papel da alelopatia na

supressao de plantas daninhas por coberturas mortas.

1.7.2. Utilizagao de espécies de plantas cultivadas com maior potencial alelopatico

Inumeras espécies cultivadas sdo utilizadas como plantas para cobertura do
solo, verde ou morta, com objetivo de reduzir a infestagado de plantas daninhas. Séao
atribuidos efeitos alelopaticos a espécies cultivadas, tais como: alfafa, batata-doce,
centeio, cevada, ervilhaca, girassol, linhaga, nabo forrageiro, rabanete, sorgo, trevos

e trigo (Narwall, 1999).

1.7.2.1. Reducgio da infestacido de plantas daninhas com sorgo

Varias espécies de sorgo, incluindo sorgo-de-alepo (Sorghum halepense (L.) Pers.), S.
vulgare Pers., sorgo sudanense (S. sudanense (Piper) Stapf.) e sorgo granifero (S. bicolor (L.)
Moench) apresentam interferéncia alelopatica ao desenvolvimento de plantas daninhas e de culturas
(Einhellig & Souza, 1992). Na regido Sul dos Estados Unidos, agricultores freqlientemente utilizam
hibridos de sorgo ‘Sudex’ (S. bicolor x S. sudanense) como cobertura verde ou de solo para prevenir
a erosdao e para reduzir a infestagcdo de plantas daninhas (Weston, 1996). Sorgo granifero e

sudanense sao referidos como Uteis em suprimir o desenvolvimento de plantas daninhas em pomares
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(Putnam et al., 1983). A cobertura morta de sorgo é capaz de reduzir o desenvolvimento de plantas
daninhas infestantes de culturas em sucessao (Forney & Foy, 1985; Einhellig & Rasmussen, 1989).
Experimentos realizados em laboratério e em casa de vegetagao tentam explicar o efeito das
coberturas mortas de sorgo. Extratos aquosos de plantas de sorgo sdo capazes de inibir o
desenvolvimento de espécies cultivadas como o trigo (Ben-Hammonda et al., 1995a; Ben-Hammonda
et al., 1995b). Efeitos alelopaticos de plantulas de sorgo s&o observados quando estas crescem em
placas de petri, juntamente com espécies de plantas daninhas em processo de germinagao (Panasiuk
et al., 1986; Hoffman et al., 1996). Quando plantas daninhas s&o colocadas em proximidade a plantas
de sorgo, em condi¢gdo de casa de vegetagao, observa-se redugdo na massa seca, em comparagao

com as conduzidas em monocultura (Panasiuk et al., 1986).

1.7.2.2. Substancias alelopaticas em plantas de sorgo

As plantas de sorgo liberam tanto substancias quimicas soluveis em agua, quanto outras com
caracteristicas hidrofébicas, possivelmente responsaveis pelos efeitos alelopaticos anteriormente
referidos.

Residuos de sorgo em decomposigéo liberam quantidades expressivas dos &cidos ferulico,
vanilico, siringico, p-hidroxibenzdico e, especialmente, p-cumarico (Guenzi & McCalla, 1966).
Também, produzem e liberam glicosideos cianogénicos, como durrina, e compostos fendlicos (acido
p-hidroxibenzoico e p-hidroxibenzaldeido) derivados destes glicosideos (Nicollier et al., 1983; Weston
et al., 1999). A producdo de acidos fendlicos também esta relacionada a degradacdo de taninos
(polifendis), sendo esta extremamente variavel em fungédo da cultivar considerada e do estadio de
desenvolvimento das plantas (Ben-Hammonda et al., 1995b).

Extratos hidrofébicos da rizosfera de plantas de sorgo ‘Sudex’, desenvolvidas em meio
hidropbnico, foram téxicos as plantas de azevém e de alfafa, enquanto extratos hidrofilicos da
rizosfera ndo produziram tais efeitos (Forney & Foy, 1985). Foram isoladas de raizes de sorgo
granifero um grupo de benzoquinonas estruturalmente relacionadas, os principais constituintes

exsudados por raizes de sorgo e facilmente extraidos com uma mistura de diclorometano e pequena
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quantidade de acido acético (Netzley & Butler, 1986). A principal benzoquinona, denominada
sorgoleone, apresenta-se sob duas formas quimicas. A forma dihidroquinona da molécula de
sorgoleone ¢ instavel e rapidamente oxidada a quinona {2-hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z, 11°z)-8’, 11’, 14’-
pentadecatrieno]-p-benzoqui-nona}, a forma estavel da molécula (Netzley & Butler, 1986). Tanto a
forma reduzida (dihidroquinona) quanto a forma oxidada (quinona), sdo exsudadas por raizes vivas

(Fate et al., 1990), embora a forma oxidada represente 90% dos extratos totais (Weston et al., 1999).

Devido ao seu carater hidrofébico, sorgoleone € insoluvel em agua e,
provavelmente, sofra forte adsorcdo ao solo, o que compromete sua agao a campo
(Hess et al.,, 1992). Estudos mostraram que sorgoleone é um forte inibidor da
respiragdo mitocondrial (Rasmussen et al., 1992) e, também, do transporte de
elétrons do fotossistema Il, atuando no mesmo local de acédo dos herbicidas atrazine

e diuron (Einhellig & Souza, 1992; Nimbal et al., 1996; Gonzalez et al., 1997).

Em testes conduzidos em laboratério e em casa de vegetagdo, sorgoleone inibiu o
desenvolvimento de plantulas de Abutilon theophrastii Medik., Echinochloa crusgalli (L.) Beauv. ,
Digitaria sanguinalis (L.) Scop. (Nimbal et al., 1996), caruru (Amaranthus retroflexus L., trigo e soja
(Souza et al., 1999), mas mostrou seletividade para Ipomoea hederacea (L.) Jacq. (Nimbal et al.,
1996) e menor toxicidade para feijoeiro (Souza et al., 1999). Quatro plantas de sorgo cultivadas por
periodo de 30 dias em um sistema circulador (‘stair-step’) produziram substancias alelopaticas em

quantidade suficiente para reduzir a area foliar de alface em 60% (Barbosa et al., 1998b).

1.7.3. Selecdo de genétipos com maior potencial alelopatico

O efeito alelopatico de determinada espécie vegetal depende do gendtipo utilizado. Grandes
esforcos tém sido empreendidos para identificar genétipos com capacidade superior de producéao de
compostos alelopaticos, sem contudo resultar em langamento de cultivares com caracteristicas
superiores (Ollofsdotter & Mallik, 2001). A analise de 526 genodtipos de pepino indicou que um

gendtipo inibiu em 87% o desenvolvimento de Panicum milliaceum L., enquanto outros 25 inibiram em
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50% o desenvolvimento daquela espécie (Putnam & Duke, 1974). A analise de gendtipos de girassol
(Leather, 1983), soja (Rose et al.,, 1984) e de arroz (Ollofsdotter, 2001a) também identificaram
variagao do efeito alelopatico. Da mesma forma, testes com genétipos de sorgo indicaram capacidade
diferenciada em reduzir a infestagdo de plantas daninhas (Alsaadawi et al., 1986).

A capacidade diferencial de genétipos em suprimir o desenvolvimento de plantas daninhas
deve-se, em grande parte, as variagbes na producdo de compostos alelopaticos. A analise de 3000
gendtipos de aveia indicou que 25 materiais apresentavam teores elevados de escopoletina (Fay &
Duke, 1977). No Brasil, de 20 gendtipos de aveia testados, quatro apresentaram elevada produgéo de
escopoletina, o que lhes determinou maior capacidade alelopatica sobre papuad (Brachiaria
plantaginea (Link) Hitchc.) (Jacobi, 1997). Em relagdo a produgdo do composto sorgoleone, a
variabilidade entre gendtipos parece ser detectada apenas quando ha numero suficiente de genétipos
envolvidos na comparagéo. Avaliando cole¢des de doze (Hess et al., 1992) e dez (Rodrigues et al.,
2001) cultivares de sorgo, os autores verificaram, respectivamente, pequena e auséncia de variagdo
na producao total de sorgoleone. Variagbes consideraveis nas quantidades totais desta substéncia

foram obtidas quando foram testados 25 gendétipos de sorgo (Nimbal et al., 1996).

1.8. Hipobteses e objetivos do trabalho

No Capitulo |, testou-se a hipotese que existe variabilidade genética na produgao total e na
concentragao de extratos hidrofébicos contendo sorgoleone, em radiculas de sorgo. No Capitulo Il, a
hipétese investigada foi de que extratos de natureza hidrofébica de raizes e extratos de natureza
hidrofilica produzidos por raizes e pela parte aérea de sorgo sédo téxicos a espécies cultivadas e
daninhas. No Capitulo Ill, foram investigadas duas hipoteses: que os gendétipos de sorgo com maior
producédo de sorgoleone em laboratério exercem maior supressdo de plantas daninhas a campo; e,
que as cultivares mais toxicas no experimento com extratos hidrofilicos em laboratério sdo as mais
alelopaticas em nivel de campo. No Capitulo IV, hipotetizou-se que ocorre elevada sorgéo de

sorgoleone em argissolo e baixa disponibilidade de sorgoleone em solugéo nutritiva.
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O presente trabalho teve como meta contribuir para um melhor entendimento do papel da
alelopatia na cultura do sorgo. Para isto, foram propostos os seguintes objetivos: determinar a
existéncia de variabilidade entre gendtipos quanto a produgéo de extratos hidrofébicos em raizes de
sorgo; estabelecer relagado entre a produgao diferencial de sorgoleone entre genétipos de sorgo em
laboratério e a supressao de plantas daninhas a campo; estabelecer relagao entre efeitos de extratos
hidrofilicos de genétipos de sorgo em laboratério e a supressao de plantas daninhas a campo; verificar

a importancia de fatores limitantes da agéo da substancia sorgoleone em nivel de campo.

2. CAPITULO | - PURIFICAGAO E IDENTIFICAGAO DE SORGOLEONE E SUA

QUANTIFICAGAO EM GENOTIPOS DE SORGO

2.1. INTRODUGAO

Plantas cultivadas produzem metabdlitos secundarios capazes de gerar
efeitos sobre o desenvolvimento de plantas daninhas (Rice, 1984; Putnam, 1987;
Ferreira & Aquila, 2000). A campo, os efeitos alelopaticos sdo frequentemente

confundidos com outros tipos de interferéncia entre plantas e com outros efeitos
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gerados por fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, devido a presenga das plantas ou
de material em decomposi¢ao sobre o solo.

O isolamento, caracterizagdo e quantificacdo de substancias com potencial
alelopatico sao fundamentais para determinacao de sua atividade bioldgica individual
ou em conjunto com outras substancias.

O primeiro passo para o isolamento de uma substancia vegetal é a obtengéao
da matéria-prima, que pode ser coletada diretamente dos tecidos ou do meio em que
as plantas se encontram. A obtencao de substancias diretamente das plantas pode
envolver a producao de extratos, através da extracao de substancias presentes em
seus tecidos com solventes (organicos ou agua), ou mesmo pela coleta de
compostos liberados por partes de plantas, como raizes (exsudatos). No processo de
extracdo com solventes também ocorre a separacdo quimica de substancias, em
que é considerada fundamentalmente a polaridade dos solventes, variavel desde
compostos bastante apolares, como hexano, até compostos mais polares, como n-
butanol (Putnam, 1987).

A separacdo e purificagcdo das substancias pode ser feita com base no
tamanho molecular, carga ou caracteristicas adsortivas das mesmas, sendo
utilizados para isso varios métodos cromatograficos, como cromatografia em camada
delgada (TLC, em papel ou placa), em coluna, liquida de alto desempenho (HPLC) e
gasosa (GC) (Marini-Béttolo et al., 1981; Waller et al., 1999). Técnicas
complementares a cromatografia, como as espectrometrias de ultravioleta (UV) e
infravermelho, de massa (MS) e de ressonancia magnética (NMR), constituem hoje
ferramentas fundamentais a caracterizagao de substancias alelopaticas (Waller et al.,

1999).
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Entre as principais vias pelas quais as plantas podem exercer efeitos
alelopaticos inclui-se a liberagcdo de compostos toxicos pelas raizes (Whittaker &
Feeny, 1971; Rice,1979). A partir de extratos obtidos pela imerséo de radiculas de
sorgo em uma mistura de diclorometano e um pouco de acido acético, Netzly et al.
(1988) foram os primeiros a isolar um grupo de cinco benzoquinonas estruturalmente
relacionadas. Neste estudo, a benzoquinona com menor tempo de retencdo em
HPLC foi a predominante nos extratos. Chang et al. (1986) identificaram-na como
sorgoleone {2-hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z,11°z)-8’,11’,14’-pentadecatrieno]-p-benzoquino-
na}. A forma oxidada desta molécula representa 90% dos extratos totais (Weston et
al., 1999) e é mais estavel no ambiente do que a forma reduzida (Netzly et al., 1988;
Fate et al., 1990).

O interesse de pesquisadores em aproveitar o potencial de sorgoleone no
manejo de plantas daninhas levou a busca de variabilidade entre gendtipos.
Invariavelmente, estes trabalhos tém sido baseados na quantificagdo gravimétrica
dos extratos secos apos a extragdo com mistura de diclorometano e acido acético.
Assim, ao avaliarem doze (Hess et al.,1992) e dez (Rodrigues et al., 2001) gendtipos
de sorgo, estes pesquisadores verificaram auséncia de variabilidade entre eles na
producao total de sorgoleone. A produgdo de sorgoleone, no entanto, é sensivel as
condigdes de ambiente, particularmente a quantidade de agua disponivel para as
radiculas no substrato (Hess et al., 1992). Variagbes consideraveis nas quantidades
totais de extratos foram obtidas por Nimbal et al. (1996), ao testarem 25 gendtipos de
sorgo, indicando aumentar a chance de deteccédo de variabilidade genética com o

aumento do numero de gendtipos testados. Além da variagao nas quantidades totais
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de sorgoleone, Nimbal et al. (1996) também detectaram variagcbes em sua proporgao
nos extratos (pureza), entre 76 e 99%.

Os objetivos deste estudo foram: purificar e indentificar o composto
predominante em extratos hidrofébicos de raizes de sorgo e determinar a

variabilidade de producédo e a pureza de sorgoleone em gendtipos de sorgo.

2.2. MATERIAIS E METODOS

Procederam-se, inicialmente, a purificacdo e identificacdo da substancia
sorgoleone. Posteriormente, a partir de padrao purificado, quantificou-se sorgoleone

em gendtipos de sorgo.

Purificacao e identificagdao de sorgoleone

A purificacdo de uma mistura de extratos de natureza hidrofébica contendo
sorgoleone, originados por extracdo com diclorometano e acido acético de radiculas
de 41 gendtipos de sorgo, foi realizada por cromatografia em placa e,
posteriormente, em coluna.

Na cromatografia em placa, utilizou-se placa de vidro de 20 x 10 cm, recoberta
com uma camada de 1 mm de espessura de silica gel (Merck Kieselgel 60) e pré-
condicionada em estufa a 100 °C por 12 horas. O extrato contendo sorgoleone foi
dissolvido previamente em diclorometano e submetido ao desenvolvimento
ascendente na placa, em fase mével contendo metanol:éter etilico (2:98 v/v). A
banda predominante no centro da placa, de coloracdo résea, foi removida com

espatula e os compostos aderidos a silica foram extraidos com diclorometano (50 ml)
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e filtrados a vacuo, em papel filtro comum. O solvente foi posteriormente evaporado
em evaporador rotatério. Este procedimento foi realizado apenas uma vez.

Na cromatografia em coluna, utilizou-se uma coluna de vidro com 1,5 cm de
diametro e 40 cm de comprimento, preenchida com silica gel (Merck, 60 malhas 60
A), pré-condicionada com cloroférmio. Doze horas apds o condicionamento, uma
mistura de silica e dos extratos radiculares contendo sorgoleone foi colocada no topo
da coluna e submetida ao fracionamento, utilizando-se cloroférmio:acetona (96:4 v/v)
como eluente. A banda predominante, com coloragao résea, foi coletada, filtrada a
vacuo com papel fitro comum e evaporada em evaporador rotatério. Este
procedimento foi realizado apenas uma vez.

Ressonancia magnética de prétons (RMN-H), espectrometria em UV e
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) foram utilizadas para identificar
quimicamente os compostos obtidos apds os processos de purificacdo. Nas analises
de espectrometria em UV e HPLC, as amostras foram diluidas em metanol,
enquanto em RMN-H utilizou-se cloroférmio deuterado como solvente. As analises
de espectrometria em UV e de RMN-H foram realizadas apenas uma vez, enquanto
as analises de HPLC foram realizadas em ftriplicata.

A espectrometria em UV foi processada em espectrofotdbmetro marca Genesys
2 (Spectronic Instruments), com variagdo do comprimento de onda de 200 a 1100
nm. A analise de RMN-H foi realizada em equipamento marca Varian (modelo
VXR200), em frequéncia de 200 MHz. A analise de HPLC foi processada em
equipamento Shimadzu LC-10AD, sob as seguintes condig¢des: detector UV a 280
nm; coluna de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm); ‘loop’ de injegdo com

capacidade de 50 pul; temperatura do forno de 30°C; fase movel
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acetonitrila:agua:acido acético glacial (75:18,7:6,3 v/v) em fluxo de 2,0 mL.min™". A
fase moével e as amostras foram filtradas em membranas de ‘nylon’ de 0,45 um de

diametro.

Quantificagcao de extratos radiculares hidrofébicos e determinagao da

pureza de sorgoleone

Experimento foi conduzido em laboratério na Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, para avaliar a producdo de extratos
radiculares hidrofébicos por 41 gendtipos de sorgo, provenientes de empresas
publicas e privadas. Sementes de cada gendtipo foram dispostas em placas de petri
revestidas com papel filtro umedecido com agua destilada e colocadas em camara
de germinagao a 29°C por 5 dias, no escuro. Apos a germinagao, 200 radiculas de
cada gendtipo foram destacadas das plantulas e mergulhadas por 20 s em solugao
de 10 mL de cloreto de metileno + 1% v/v de acido acético glacial. O extrato coletado
foi filtrado a vacuo (filtro Watmann n° 1) e entdo evaporado em capela a temperatura
ambiente até a secagem, sendo posteriormente pesado. Para cada gendtipo, este
processo foi repetido quatro vezes.

Foram avaliadas as produgdes de extratos hidrofébicos de 100 radiculas e
pela massa seca de radiculas. A produgdo de extratos totais e sua relagdo com a
massa seca de radiculas foram submetidas a analise de variancia pelo teste F e,
posteriormente, comparadas pelo teste DMS. Agrupou-se os genoétipos em classes
de producdo de extratos hidrofébicos, conforme a média e 0,9 desvio padrdao da
mesma, e determinando-se a frequéncia de distribuicdo de gendtipos em cada

classe. Testou-se a significancia da distribuicdo normal dos dados de produgao de



35

sorgoleone entre as classes de produgao pelo teste Xz, utilizando-se o programa
Origin.

Cinco gendtipos, pertencentes a cada uma das classes de producédo de
extratos hidrofébicos por 100 radiculas, foram selecionados para a determinacao da
pureza relativa de sorgoleone nos extratos, através de HPLC, conforme descrito
anteriormente. Para cada gendtipo, primeiramente, foi determinada a pureza relativa
de sorgoleone em relagdo aos demais compostos presentes no cromatograma,
através do quociente entre a area do pico de sorgoleone e as dos demais
compostos. Foi estimada, também, a eficiéncia de purificagdo da cromatografia em
coluna, através do quociente entre a area do pico de sorgoleone oxidado do
extrato purificado, em relagcdo as areas dos picos deste composto nos cinco
genotipos de sorgo. Estas determinagdes tiveram como referéncia a concentragéo de
5 ppm. Procedeu-se analise de variancia pelo teste F da pureza relativa em relagao
ao somatoério das areas e as meédias foram posteriormente comparadas pelo teste

DMS.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Purificagao e identificagao

A analise de RMN-H (descrita a seguir) das substancias resultantes da
purificacdo com cromatografia em placa n&do permitiu a identificagdo de uma metoxila
(OCH3) em 3,85 ppm, necessaria para identificacdo de sorgoleone (Chang et al.,

1986 e Figura 2.1) . Desta forma, nao foi possivel identificar como sendo sorgoleone
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a substancia contida nos extratos purificados por placa, ao contrario dos resultados

obtidos por Barbosa et al. (1998).

RMN de 'H da cromatografia em placa: & (J = Hz): 1,25-1,61 (m, 10H, 2’-CH, a 6’ — CH,); 1,88-2,05
(m, 2H, H7’); 2,44 (dd, J1=J2=7,4; H1’); 2,70-2,85 (m, 4H, H10’ E H13’); 4,97 (ddt, 1H, Jcis = 9,80; Jy
15'a H15b = JH1sa, 13 = 1,80); H 15%a); 5,01 (ddt, 1H, Jians = 17,00; Jnisb, Hisa = Jniss, viz = 1,80; H15" b);
5,25-5,54 (m, 4H, H8', HY’, H11’, H12’); 5,67 — 5,94 (ddt, Jyans = 17,00; Jois = 9,80; J14 13 = 6,1; H14);
5,83 (s, 1H, H6); 7,25 (s, 1H, OH).

No entanto, os dados espectroscopicos de RMN-H (descrita a seguir) das substancias
resultantes da purificagcdo com cromatografia em coluna confirmaram ser da forma oxidada de
sorgoleone {2 hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z, 11°'z)-pentadeca — 8’, 11’,14’—trien—1—il]-p-benzoquinona}
(Chang et al., 1986) a estrutura predominante. A Figura 2.1 apresenta a férmula estrutural de

sorgoleone, na forma oxidada.

RMN de 'H da cromatografia em coluna: 8(J = Hz): 1,25-1,61 (m, 10H, 2’-CH, a 6’ — CH,); 1,88-
2,05 (m, 2H, H7’); 2,44 (dd, J1=J2=7,4; H1’); 2,70-2,85 (m, 4H, H10’ E H13’); 3,85 (s, 3H, OCHj); 4,97
(ddt, 1H, Jcis = 9,80; Jy 15 as H15b = JH15a, v1z = 1,80); H 15°a); 5,01 (ddt, 1H, Jyans = 17,00; Jy1sb, Hi5a =
Jh1sb, w13 = 1,80; H15' b); 5,25-5,54 (m, 4H, H8', HY", H11’", H12’); 5,67 — 5,94 (ddt, Jyans = 17,00; Jgis =
9,80; J14 13 =6,1; H14’); 5,83 (s, 1H, H6); 7,25 (s, 1H, OH).

A coloragao résea do extrato purificado em coluna passou a alaranjada
quando a ele se acrescentou uma gota de acido cloridrico. A modificagcdo da

coloragdo com a mudanga do pH do meio € uma caracteristica de quinonas (Netzly &

Butler, 1986).
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12

Figura 2.1. Estrutura de sorgoleone na forma oxidada {2 hidroxi-5 metoxi-3-[(8'z,
11’z) — pentadeca — 8’, 11°, 14’ —trien—1-il] - p - benzoquinona}

A Figura 2.2 apresenta os espectros de absorbancia na regido do UV para os

extratos de coloragédo alaranjada (reduzido) e rosea (oxidado). Sorgoleone na
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forma reduzida (coloragdao alaranjada) apresentou pico de absorbancia maxima
proximo a 260 nm, e na forma oxidada (coloragdo résea) apresentou dois picos
distintos, o maior a 270 e o menor a 520 nm (Figura 2.2), confirmando as

observacgoes de Netzly et al. (1988).
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Figura 2.2. Determinacao do espectro de absorbancia na regido do ultravioleta (UV),
Dos extratos hidrofdobicos purificados em coluna, em suas formas
reduzida e oxidada. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

A analise por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) do extrato
purificado em coluna identificou cinco picos cromatograficos, em tempos de retencao
de 7,7, 10,7, 12,7, 16,5 e 30,3 min. , indicando a existéncia de cinco
compostos distintos (Figura 2.3). Sorgoleone, na forma oxidada, foi o composto
predominante, situando-se no tempo de retencdo de 7,7 min., com area
correspondente a 77,8 % do somatodrio das areas de todos os picos cromatograficos
(Tabela 2.1). A eficiéncia do processo de purificacdo, estimada através do quociente
entre a area do pico de sorgoleone oxidado do extrato purificado, em relagao
ao pico deste composto em cinco gendtipos de sorgo (Tabela 2.2.), variou entre 1,19
e 1,45. Este extrato purificado em coluna, tendo como estrutura principal

sorgoleone, passou a ser utilizado como padréo de referéncia para este composto.
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Figura 2.3. Cromatograma tipico de extratos hidrofébicos de radiculas de sorgo
purificados por cromatografia em coluna, indicando os picos de cinco
substancias. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tabela 2.1. Areas dos picos cromatogréaficos, relativas ao somatério total, de
compostos presentes em exsudatos radiculares purificados em coluna
cromatografica. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Area relativa a area total (%)
Sorgoleone Substancia Substancia Substancia Substancia Total

2 3 4 5
Extratos
purificados 77,8% 6,2 1,9 10,8 3,3 100
(padrao)

* Média de trés determinacoes.

Netzly e colaboradores (1988) revelaram a existéncia de seis compostos
quinondides nos extratos radiculares de sorgo granifero. Os cinco primeiros (de
menor tempo de retengéo) possuiam estruturas caracteristicas de benzoquinonas

Tabela 2.2. Pureza relativa de extratos hidrofébicos de cinco gendtipos de sorgo.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tratamento Pureza relativa (%) Pureza relativa (%) Eficiéncia da
ao somatdrio das ao sorgoleone do purificacdo®
areas dos picos’ padrao

Padrao a77,8 100 1,00

RS 11 b72,6d° 69 1,45

741 a79,1bc 84 1,19

BR 601 a781c 77 1,29

HYC 42 b 82,2 a 76 1,31

BR 304 b79,5b 71 1,40

Teste F

(tratamentos) 67,51

Probabilidade
>F 0,00001
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DMS (0,05) 1,36
CV® (%) 0,95

' Média de trés determinagdes.

2 Médias de gendtipos antecedidas da mesma letra da testemunha, nao diferem significativamente
(5%) desta pelo teste de Dunnett.

® Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente (5%) pelo teste DMS.

*Determinada pelo quociente entre a pureza do padrdo (100%) e a pureza de cada gendtipo relativa a
ele.

® Coeficiente de variagao.
(Netzly et al., 1988). Ja, Czarnota e colaboradores (2001), ao analisarem o
cromatograma de extratos de sete gendtipos de sorgo, revelaram, no minimo, quatro

substancias, embora o numero tenha variado de quatro a seis.

Quantificagao e determinagao da pureza de sorgoleone

Os gendtipos diferiram em sua capacidade de produzir extratos radiculares de
natureza hidrofébica, como demonstrou o experimento em que as sementes foram
germinadas em placas de petri, em camara de crescimento (Tabela 2.3.). A produgao
de extratos hidrofébicos em 100 radiculas variou de 0,35 mg, no gendtipo RS 11, até
2,98 mg, no gendtipo AG 3001 (Tabela 2.3.). A producéao de extratos hidrofébicos por
massa seca de radiculas, isto é, a concentracdo no tecido, variou de 5,26 mg.g™ no
gendtipo 732, até 27,5 mg.g” em CEX 9702 (Tabela 2.3.). Variacdes de 12 a 26 e de
16 a 32 mg sorgoleone.g”' massa seca foram obtidas, respectivamente, em colecdes
de 12 (Hess et al,, 1992) e de 10 gendtipos de sorgo (Rodrigues et al., 2001).
Utilizando 25 gendtipos de sorgo, Nimbal et al. (1996) observaram produgdo maxima
e amplitude de producdo de sorgoleone superiores (0,4 a 10,7 mg.100 radiculas™) &

verificada no presente experimento.
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Os 41 gendtipos de sorgo foram agrupados em cinco classes, conforme a
producao total de extratos em 100 radiculas. As classes foram separadas

segundo a média (1,58 mg.100 radiculas™) e intervalo correspondente a
0,9 do desvio padrdo (desvio padrdo = 0,65 mg.100 radiculas™) para cada classe
(Figura 2.4.). A distribuicao de frequéncias de gendtipos de sorgo nas classes seguiu
a curva normal (P < 0,01), predominando maior numero de gendtipos com
producao média de extratos e pequenos numeros de gendtipos nas classes superior

e inferior. A terceira classe revelou o maior numero de gendtipos (35%) (Figura 2.4.).

Tabela 2.3. Gendtipos de sorgo utilizados, algumas caracteristicas agrondmicas e
produgcdo e concentragao de extratos hidrofobicos em suas raizes,
determinadas a partir de sementes germinadas em placas de petri, em
camara de crescimento. UFRGS, Porto Alegre, RS, 1999/2000.

Genétipo Caracteristicas Produciao total de Concentragao de extratos
extratos ( mg.g'1 matéria seca de
(mg.100 radiculas™) raizes)
AG 3001 Granifero (com tanino) 2,98 24,72
BR 304 Granifero 2,71 10,05
AG 1017 Granifero 2,59 24,46
A 9908 - 2,34 18,94
855 F Forrageiro (corte/pastejo) 2,34 17,11
AGX 213 Forrageiro (silagem) 2,34 18,49
AG 2501C Forrageiro (corte/pastejo) 2,33 16,65
A 9806 - 2,27 18,53
HYC 42 Granifero 2,24 15,96
CMSXS 755 Forrageiro (silagem) 2,14 15,65
P 8118 Granifero 2,11 15,67
MS 2 Granifero 1,96 15,53
BR 700 Forrageiro (silagem) 1,92 15,72
BR 601 Forrageiro (silagem) 1,89 13,54
AG 3002 Granifero (com tanino) 1,85 14,93
CEXP 9701 Granifero 1,80 13,32
AG 2002 Forrageiro (silagem) 1,79 12,14
CEXP 9702 Forrageiro (silagem) 1,76 27,49
AG 2005 Duplo propésito 1,72 22,07
BR 305 Granifero 1,57 14,71
BRS 800 Forrageiro (corte/pastejo) 1,56 11,20
C 51 Granifero 1,52 21,31
BRS 303 Granifero 1,49 11,30
BRS 306 Granifero 1,45 11,00
BRS 701 Forrageiro (silagem) 1,37 9,39
PAST 9A Forrageiro (silagem) 1,33 16,82
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8419 Granifero (com tanino) 1,32 12,38
PAST 10 Forrageiro (silagem) 1,29 14,39
HYC 51 Granifero (com tanino) 1,16 13,08
PAST 12 Forrageiro (silagem) 1,09 15,84
DK 67 Granifero 1,05 9,55
745 Granifero 0,96 6,01
822 Granifero 0,91 5,75
741 Granifero 0,91 7,07
P 82 Granifero 0,86 6,43
DK 57 Granifero 0,83 7,95
MASSA 3 Duplo propésito 0,80 5,81
DK 915 Forrageiro (silagem) 0,75 8,09
732 Granifero 0,66 5,26
DK 861 Duplo propésito 0,41 5,40
RS 11 Forrageiro (silagem) 0,35 6,79
Teste F 4,66 5,24
(Tratamentos)

Probabilidade 0,00001 0,00001
>F

D.M.S. (0,05) 0,84 6,94
CV 2 (%) 38,19 36,57

! Nao identificado.
2 Coeficiente de variagao.
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Figura 2.4. Distribuicdo de frequéncias de gendtipos de sorgo em cinco categorias

de producdo de extratos hidrofébicos por 100 radiculas em laboratério.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 1999/2000. Distribuicdo segundo a média (x =
1,58 mg.100 radiculas”) e desvio padrdo (dp = 0,65 mg.100
radiculas™): 1 (0,117 < x < 0,702), 2 (0,702 < x < 1,287), 3 (1,287< x <
1,872 ), 4 (1,872 < x < 2,457), 5 (2,457 < x < 3,042) (Significancia a
equacao normal (1%) pelo teste y?).

Conforme relatado anteriormente, sorgoleone foi o composto predominante

nos extratos hidrofébicos dos gendtipos RS 11, 741, BR 601, HYC 42 e BR 304,
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variando de 73 (RS 11) a 82% (HYC 42) das areas dos picos cromatograficos
(Tabela 2.2.). Nimbal et al. (1996), trabalhando com 25 gendétipos, observaram
variagao, em relagado ao somatorio das areas dos picos, entre 76 € 99%.

Portanto, os resultados demonstram haver variabilidade genética em sorgo,
tanto na producao de extratos quanto na pureza relativa de sorgoleone nos mesmos,
que pode ser aproveitada em programas de melhoramento genético e na selegao de

materiais visando incrementar este aleloquimico nas plantas.

2.4. CONCLUSOES

Sorgoleone, em sua forma oxidada, € o composto predominante (73 a 82%) em
extratos hidrofébicos de raizes de sorgo.

A distribuicdo de gendtipos de sorgo em classes de producgdo total de extratos
hidrofébicos segue a curva normal, com maior propor¢gdo de gendtipos
produzindo quantidades médias de extratos.

A producao total de extratos hidrofobicos, sua concentragcdo nos tecidos e a pureza

de sorgoleone sao variaveis entre genétipos de sorgo.
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3. CAPITULO Il - FITOTOXICIDADE DE EXTRATOS HIDROFOBICOS E

HIDROFILICOS DE SORGO E MILHETO

3.1. INTRODUGAO

Experimentos conduzidos em laboratério para verificacdo de alelopatia sdo de grande
significancia, pois permitem controlar diferentes fatores envolvidos no desenvolvimento de plantas
daninhas a campo, variando um de cada vez. Isto possibilita entender mecanismos e testar hipoteses
(Inderjit & Dakshini, 1995; Inderjit & Weston, 2000).

Diferentes abordagens tém sido adotadas para testar o potencial alelopatico de espécies
vegetais em laboratério. Muitos testes para verificagdo de alelopatia em laboratério sdo baseados na
obtencdo de extratos de plantas. Dependendo do método de extracado utilizado, pode ser obtido
grande numero de substancias derivadas do metabolismo primario e secundario das plantas, como

agucares, aminoacidos, acidos graxos, proteinas e substancias fitotoxicas (Inderjit & Dakshini, 1995).
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Sintomas sobre plantas-alvo, causados por estes extratos, podem entdo ser identificados e as
substancias quantificadas.

A constatagdo de efeitos fitotoxicos a partir da abordagem anteriormente explicitada pode
levar a necessidade de se proceder ao isolamento, identificagdo e purificagcdo das substancias
potencialmente alelopaticas. Uma segunda abordagem pode derivar deste procedimento, em que os
testes em laboratdrio séo realizados utilizando-se as substancias isoladas, identificadas e purificadas.

Plantas de sorgo liberam ao ambiente substancias quimicas tanto de natureza hidrofébica
quanto hidrofilica. A acdo destas substancias sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas
daninhas depende do gendtipo utilizado, da parte da planta considerada e de condigbes do ambiente.

Sorgoleone (2-hidroxi-5-metoxi-3-[(8'z,11°z)-8,11’,14’-pentadecatrieno]-p-ben-zoquinona),
uma quinona primeiramente isolada e identificada por Chang et al. (1986), constitui o principal
componente hidrofébico de extratos radiculares de sorgo (Netzly et al., 1988). Sorgoleone é um
inibidor da respiragdo mitocondrial (Rasmussen et al., 1992) e do transporte de elétrons no
fotossistema Il da fotossintese, atuando no mesmo local de agao de herbicidas como atrazine e diuron
(Nimbal et al., 1996; Gonzalez et al., 1997).

Sorgoleone pode agir sobre o crescimento de espécies daninhas e cultivadas. Em
experimentos conduzidos em placas de petri, concentracdo de 45 ppm de sorgoleone foi suficiente
para inibir o desenvolvimento de Eragrostis tef (Zucc.) Trotter (Einhellig & Souza, 1992) e Echinochloa
crusgalli (L.) Beauv. (Nimbal et al., 1996). No entanto, concentragéo de até 358 ppm deste composto
nao causou toxicidade a plantulas de Abutilon theophrasti Medik., Setaria faberi Herrm. e tomate
(Nimbal et al., 1996). Em solugdo nutritiva, 4 ppm de sorgoleone foi suficiente para reduzir o
desenvolvimento de plantulas de Abutilon theophrasti, Datura stramonium L., Amaranthus retroflexus
L. (Einhellig & Souza, 1992), Digitaria sanguinalis (L.) Scop. (Nimbal et al., 1996) e causar toxicidade a
plantas de soja, feijao, trigo e Amaranthus retroflexus (Souza et al., 1999). Ipomoea hederacea (L.)
Jacq. mostrou tolerancia a grande variacdo de concentracbes de sorgoleone em solugédo nutritiva
(Nimbal et al., 1996).

Extratos aquosos, obtidos a partir de um aparato que permitiu a imersédo de raizes de sorgo

em agua, inibiram o crescimento da radicula e do hipocétilo de Amaranthus sp. e a germinagéo de
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Amaranthus sp. e Echinochloa sp. (Panasiuk et al., 1986). Extratos aquosos obtidos pela imersao das
partes aéreas de plantas de sorgo em agua foram aplicados em pds-emergéncia de plantas daninhas,
reduzindo sua massa seca em 49% (Cheema & Khalig, 2000). A verificagao da toxicidade de extratos
aquosos de diferentes partes de plantas de trés hibridos de sorgo a radiculas de trigo identificou, em
geral, maior toxicidade dos extratos aquosos obtidos do caule das plantas (Ben-Hammouda et al.,
1995a). Também, foram observadas diferengas entre gendétipos de sorgo, dependentes do ano de
avaliagao.

Compostos de natureza hidrofilica derivados do metabolismo secundario de plantas de sorgo
provavelmente sejam responsaveis pelas respostas inibitérias de extratos aquosos. Residuos de
sorgo em decomposigao liberam quantidades apreciaveis de acidos fendlicos, especialmente acido p-
cumarico (Guenzi & McCalla, 1966). Acidos fendlicos também podem ser produtos da degradagdo de
glicosideos cianogénicos e de taninos produzidos e liberados por plantas de sorgo (Nicollier et al.,
1983; Weston et al., 1999). O conteldo total de acidos fendlicos em tecidos de sorgo varia com a
parte da planta considerada, com o hibrido e entre estagbes de crescimento (Ben-Hammouda et al.,
1995b). Embora os acidos p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico, p-cumarico e ferulico estivessem
efeito inibitorio (Ben-Hammouda et al., 1995b).

Os objetivos deste estudo foram verificar os efeitos de extratos hidrofébicos de raizes e de
extratos hidrofilicos de raizes e partes aéreas de sorgo sobre o desenvolvimento de algumas espécies

daninhas e cultivadas.

3.2. MATERIAIS E METODOS

Trés experimentos foram conduzidos para avaliar os efeitos de extratos de natureza
hidrofébica de radiculas de sorgo sobre germinagao e crescimento de plantas de alface e crescimento
de plantas de Bidens sp. Um experimento foi elaborado para avaliar os efeitos de extratos de natureza

hidrofilica de plantas de sorgo, sobre germinagao e crescimento de plantas de alface. Os trabalhos
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foram conduzidos em laboratério e em casa de vegetacdo do Departamento de Plantas de Lavoura,

na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo 2001/2002.

Bioensaios com extratos hidrofébicos de radiculas de sorgo

Os extratos hidrofébicos radiculares, contendo sorgoleone, utilizados em trés
experimentos, foram obtidos conforme procedimento descrito no item “Quantificagao
de extratos radiculares hidrofébicos e determinagdo da pureza de sorgoleone”, do
Capitulo | (p. 20). Para tal, foram utilizadas sementes do gendtipo de sorgo BR 601,
cujo conteudo médio de sorgoleone em relagdo ao padrao € de 77,5% (Capitulo ).
Os extratos hidrofébicos obtidos foram diluidos com metanol, obtendo-se solugao
estoque com concentragao de 358 ppm. Através de novas diluicdes com metanol, a
partir da solucdo estoque, foram obtidas as demais concentragdes utilizadas nos
tratamentos.

O primeiro experimento foi conduzido para avaliar o crescimento de plantulas
de Bidens sp. em resposta as concentracdes de 0; 11,2; 22,3; 44,7; 89,5 e 179 ppm
de extratos hidrofobicos. Estas concentragdes correspondem, respectivamente, a 0;
8,7, 17,4; 34,6; 69,4 e 138,7 ppm de padrédo de sorgoleone. Foi utilizado o
delineamento completamente casualizado, com quatro repeti¢oes.

Sementes de Bidens sp. foram pré-germinadas em bandejas plasticas
contendo papel filtro embebido em agua destilada, em cédmara de crescimento, a
temperatura de 27°C, até ocorrer a exteriorizacdo de 1 mm da radicula das
sementes.

Para todos os tratamentos, foram pipetados 3 mL de extratos hidrofobicos

diluidos em metanol, em papel filtro colocado no fundo de placas de petri. O mesmo
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volume de metanol foi utilizado no tratamento correspondente a testemunha. As
placas de petri ficaram destampadas por 12 horas, até a evaporacdo do metanol.
Entao, foram adicionados a cada placa 4 mL de agua destilada. Sete sementes de
Bidens sp. pré-germinadas foram transferidas para cada placa de petri e mantidas
por um periodo de 56 horas a temperatura de 25°C, no escuro. Foram avaliados o
comprimento da radicula e da parte aérea das plantulas.

O segundo e terceiro experimentos foram conduzidos para avaliar os efeitos
de concentragdes de 0; 22,3; 44,7; 89,5; 179 e 358 ppm de extratos hidrofébicos
sobre, respectivamente, a velocidade de germinacédo e o crescimento de plantulas
de alface, cultivar Baba-de-Verdo. Estas concentracbes correspondem,
respectivamente, a 0; 17,4; 34,6; 69,4; 138,7 e 277,4 ppm de padrao de sorgoleone.
Utilizou-se o mesmo delineamento e condigdbes experimentais do primeiro
experimento, com as seguintes excecdes: utilizaram-se cinco repeticbes por
tratamento; no segundo experimento foram utilizadas sementes sem pré-germinagao
e efetuou-se a contagem do numero de sementes germinadas diariamente, no
mesmo horario, durante 4 dias. Neste experimento, foi calculado o percentual total de
sementes germinadas ao final de 4 dias (germinabilidade) e o indice de velocidade
de germinacao (IVG), sendo este indice obtido pelo somatério dos quocientes do
numero de sementes germinadas pelo numero de dias decorridos desde o inicio do
teste (Popinigis, 1977). No terceiro experimento, sementes pré-germinadas foram
mantidas em placas de petri por 82 horas, apds o que, avaliou-se o comprimento da
radicula e da parte aérea das plantulas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. A relacdo das

variaveis dependentes com as concentragdes de sorgoleone foi analisada por
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regressao, testando-se inicialmente o modelo logistico de quatro parametros e o seu
ajustamento. Em caso de falta de ajustamento ao modelo logistico, testou-se o
modelo linear. O ajuste dos dados ao modelo logistico foi realizado usando-se o
programa estatistico ‘Sigma-plot’. O procedimento adotado pelo programa estima,
por sucessivas iteragdes, os valores dos parametros nos quais a soma dos
quadrados dos desvios das observagdes, em relacdo aos valores ajustados, é
minima. A falta de ajustamento ao modelo logistico foi testada utilizando-se

procedimento adotado por Seefeldt et al.(1995).

Bioensaios com extratos hidrofilicos de raizes e parte aérea de plantas

de sorgo e milheto

Um experimento foi conduzido para avaliar o efeito de extratos de natureza
hidrofilica, obtidos a partir de raizes e da parte aérea de plantas de sorgo e milheto,
sobre a germinagao de sementes e o crescimento de plantulas de alface.

Na primeira etapa deste experimento, conduzido em casa de vegetagao,
sementes de sorgo, das cultivares BR 304, BR 601, RS 11, e da cultivar Comum RS
de milheto, em quantidades suficientes para gerar 11 plantas ap6s desbaste, foram
semeadas em vasos com capacidade para 3 L. Os vasos foram preenchidos com
areia e fechados em sua porgao inferior. Para cada cultivar foram utilizados dez
vasos. As plantas foram nutridas semanalmente com solugéo nutritiva (composi¢ao

na tabela 5.3., pagina 93 do Capitulo 1V) e irrigadas diariamente conforme a
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demanda evapotranspiratoria, direcionando-se a agua diretamente ao substrato, para
evitar que houvesse lixiviagao de componentes da parte aérea das plantas. Apds 70
dias de cultivo, as partes aéreas e as raizes das plantas de cada cultivar foram
retiradas dos baldes e separadas. A areia aderida as raizes foi removida, através de
lavagem rapida em agua corrente. O material foi seco a sombra, em temperatura
ambiente. Determinou-se o teor de umidade residual nos tecidos pela secagem de
amostras em estufa a 65°C, para se proceder a correcido da umidade, tendo como
base a massa seca.

Os tecidos das plantas foram fragmentados com tesoura e pesados.
Quantidades de tecidos das raizes e partes aéreas das cultivares de sorgo e milheto
foram misturadas a agua destilada e trituradas em liquidificador, para produzir
solugdo estoque com concentracdo de 2,5% p/v. Os conteudos obtidos foram
acondicionados em potes plasticos e armazenados em refrigerador, a temperatura de
3 a 4°C, durante 24 h, para obter a extracdo a frio das substancias alelopaticas. O
extrato bruto obtido foi filtrado, utilizando-se papel filtro e gaze para eliminar
particulas grosseiras e um sistema de ‘kitazato’ ligado a bomba para produzir vacuo.
Apos, foi centrifugado a 4000 rpm por 30 min. e retirado o sobrenadante, para se
utilizar diretamente nas placas de petri ou para efetuarem-se as diluicbes com agua
destilada.

Em laboratério, foram obtidas concentra¢des de 0; 0,5; 1,17; 1,84 e 2,5% p/v
de extratos obtidos da parte aérea e do sistema radicular das cultivares de sorgo BR
304, BR 601 e RS 11 e da cultivar de milheto Comum RS. Mediu-se a atividade
osmotica dos extratos, comparando-se-a com solu¢des de sacarose com potencial

osmotico determinado, usando-se o0 método de Chardakov (Salisbury & Ross, 1992).
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O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, com
quatro repeticdes. O experimento foi organizado em esquema fatorial 4x2x5, onde o
fator A foi constituido das cultivares de sorgo e milheto, o fator B das partes da planta
e o fator C das concentragdes de extratos hidrofilicos. Em cada placa de petri foram
pipetados 5 mL de extrato e colocadas dez sementes n&o pré-germinadas da cultivar
de alface Baba-de-verdao. O material foi cultivado em cadmara de crescimento, a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro. Diariamente, durante 6
dias, procedeu-se a contagem do numero de plantas germinadas, para estabelecer o
IVG e, apos 7 dias, avaliou-se a germinabilidade e o comprimento da radicula e da
parte aérea das plantas.

Os valores de geminabilidade foram transformados por arc senV/x/100. Os
dados foram submetidos a analise da variancia, considerando duas situagdes. Na
primeira, foram incluidos os valores correspondentes a testemunha, para se
estabelecer os valores da diferenga minima significativa, de modo a permitir
comparacgdes entre todos os tratamentos, inclusive a testemunha. Na segunda
situagao, procedeu-se a andlise da variancia excluindo-se os valores da testemunha
para, em caso de significancia, proceder-se a analise de regressao linear entre as

variaveis dependentes e concentragdes de extratos hidrofilicos.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos dos extratos hidrofébicos
O percentual de germinacao de alface ao final de 4 dias nao foi afetado pela

variagao das concentragdes de extratos hidrofébicos, compostos predominantemente
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por sorgoleone (Tabela 3.1.). A variacdo dos niveis de extratos hidrofobicos também
nao afetou a velocidade de germinagcao das sementes de alface (Tabela 3.1.). No
entanto, é possivel que fossem detectadas diferengas entre os tratamentos se a
avaliagcao da germinagao fosse realizada em intervalos de tempo menores do que 24
h.

Experimentos conduzidos em laboratério com Lemna minor L. mostraram que
sorgoleone, o principal componente de extratos hidrofébicos de radiculas de sorgo
(Netzly et al., 1988), nao influenciou a velocidade de germinacgéo e o percentual final
de sementes germinadas (Einhellig & Souza, 1992).

Os dados se ajustaram ao modelo logistico para o comprimento da radicula de

plantulas de alface com a elevagao dos niveis de extratos hidrofébicos (Figura 3.1. e

Tabela 3.1. Germinabilidade e indice de velocidade de germinacao (IVG) de
sementes de alface em resposta a diferentes niveis de extratos
hidrofébicos de sorgo em placas de petri. UFRGS, Porto Alegre, RS,

2002.
Concentragao de extratos Germinabilidade VG
hidrofébicos (ppm) (%)
0,0 82 n.s. 7’57 n.s.
22,3 82 7,48
44,7 82 7,42
89,5 84 7,58
179,0 84 7,57
358,0 86 7,30
Teste F (tratamentos) 0,67 0,03
Probabilidade > F 0,99 0,99
C.V. (%) 16,25 18,73

" Comparagao na coluna nao significativa pelo teste DMS (P > 0,05).

sl y =202 +(4.21-2,02)

1+ (x/41,39)%%
R*=0,99

to da radicula (cm)
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Figura 3.1. Efeito de concentragdes de extratos hidrofébicos de radiculas de sorgo
sobre o comprimento da radicula de plantulas de alface. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2002.

Tabela 3.2.), mas 0 mesmo n&o ocorreu para o comprimento da parte aérea (Tabela

3.2.). A resposta do comprimento da parte aérea aos niveis de extratos hidrofobicos

se adequou ao modelo de regressao linear (Figura 3.2 e Tabela 3.2.). Aumento

em 100 ppm da concentragdo de extratos hidrofébicos resultou em redugdo no

comprimento da radicula de 0,17 cm.

Tabela 3.2. Resumo da analise de varidncia e da complementagcao da analise por
regressao, relativo as variaveis comprimento da radicula e comprimento
da parte aérea de alface e de Bidens sp. UFRGS, Porto Alegre, RS,

2002.
Parametro Variaveis analisadas
CRA' CPA CRB CPB
Teste F (Tratamentos) 25,96 16,30™ 9,50 5,29™
F falta de ajuste - logistica 0,63™ 4,05 0,07"* 0,61"
Teste F - regresséo linear - 77,44 - -
CV (%) 9,03 7,80 48,55 22,16

T CRA = Comprimento da radicula de alface;
CPA = Comprimento da parte aérea de alface;
CRB = Comprimento da radicula de Bidens sp.;
CPB = Comprimento da parte aérea de Bidens sp.

* Significativo a 1%.

** Significativo a 5%.

" Nao significativo.
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Os modelos logistico e linear permitem estimar a concentragdo de extratos
hidrofébicos necessaria para inibir 50% do desenvolvimento das plantulas (lsp). Os
valores de I5y estimados segundo a equagdes logistica (comprimento da radicula) e
linear (comprimento da parte aérea) foram, respectivamente, 41,4 e 178,2 ppm, para
a faixa de valores de extratos hidrofébicos testada. Estes valores indicam haver
maior sensibilidade das raizes das plantulas de alface aos extratos de natureza
hidrofébica do que da parte aérea das plantas, na faixa de concentracdes utilizada

neste experimento.

251
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Figura 3.2. Efeito de concentra¢des de extratos hidrofobicos de radiculas de sorgo
sobre o comprimento da parte aérea de plantulas de alface. UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2002.



55

As relacbes entre os comprimentos da raiz e da parte aérea das plantulas de
Bidens sp. e as concentragdes de extratos radiculares hidrofobicos ajustaram-se ao
modelo logistico (Figuras 3.3. e 3.4. e Tabela 3.2.). Para esta espécie, a exemplo do
que foi observado em alface, o valor de lsy estimado para comprimento de
raiz (14,4 ppm) foi inferior ao estimado para o comprimento da parte aérea (22,1
ppm).

Estes resultados estdo de acordo com os relatados por outros autores, que observaram

decréscimos no desenvolvimento de radiculas de Eragrostis tef (Einhellig & Souza, 1992),

alface (Barbosa et al., 1998b), trigo e Amaranthus

[ ]
1,4+
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Figura 3.3. Efeito de concentragdes de extratos hidrofébicos de radiculas de sorgo
sobre o comprimento da radicula de plantulas de Bidens sp. UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2001.
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Figura 3.4. Efeito de concentragdes de extratos hidrofébicos de radiculas de sorgo sobre o
comprimento da parte aérea de plantulas de Bidens sp. UFRGS, Porto Alegre, RS,
2001.
retroflexus (Souza et al., 1999), com a elevagdo das concentragdes de sorgoleone. Ao contrario do
observado no presente experimento, Einhellig & Souza (1992) constataram maior efeito de sorgoleone
sobre a parte aérea de plantas de Abutilon theophrasti e Datura stramonium do que sobre raizes. No
entanto, os mesmos autores verificaram que 36 ppm de sorgoleone provocaram maior inibicdo do
sistema radicular do que da parte aérea em plantas de Amaranthus retroflexus. Variagdo nos niveis de
sorgoleone de 2 a 7 ppm inibiu linearmente o desenvolvimento do sistema radicular e estimulou o
desenvolvimento da parte aérea de alface (Barbosa et al., 1998b). Maiores redugbes da massa seca
de raizes de trigo e de Amaranthus retroflexus do que da parte aérea, na faixa de 4 a 36 ppm de
sorgoleone, também foi observado por Souza et al. (1999). Os resultados contrastantes referidos
anteriormente parecem ser devidos a sensibilidade diferencial entre espécies vegetais e as diferentes

concentragdes de extratos utilizadas nos bioensaios.

Efeitos dos extratos hidrofilicos
A medigdo do potencial osmdético revelou, para todas as concentragcbes de
extratos, valores inferiores a 0,11 MPa. Estes niveis sao incapazes de gerar efeitos

osmoticos prejudiciais a germinagao das sementes.

A analise da variancia de todas as variaveis dependentes revelou interagao triplice entre os

fatores cultivar, parte da planta e concentragédo de extratos hidrofilicos (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Resumo da analise de variancia para as caracteristicas germinabilidade,
indice de velocidade de germinagéo (IVG) e comprimentos da radicula e
da parte aérea, em fungao de cultivares, parte da planta e concentragao
de extratos hidrofilicos. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2002.

Causas da variacao Caracteristicas avaliadas
GL Germinabilidade VG Comprimento  Comprimento
daradicula da parte aérea

Valores de F

Cultivar 3 24,46** 4,21** 29,78** 25,13**
Parte da planta 1 1295,65** 2427,61** 1284,57** 2115,28**
Concentracao 4 123,09** 192,81** 81,62** 32,87**
Cultivar x parte 3 22,89** 16,97** 33,47** 10,19**
Cultivar x concentragao 12 9,67* 7,12** 2,63* 9,69*
Parte x concentracao 4 154,55** 166,77** 90,63** 206,20**
Cultiv. x parte x conc. 12 10,97** 4,05** 3,69** 8,56
Residuo 120

CV (%) 13,92 13,75 22,87 14,88

(%)

rminacao

** Significativo a 1%.

Em geral, os extratos hidrofilicos obtidos das raizes das plantas causaram pequeno efeito
sobre a germinabilidade de sementes de alface. O percentual final de germinagéo nao foi afetado pela
variagao da concentracao dos extratos radiculares para qualquer das cultivares de sorgo e de milheto
e apenas pequenas diferencas de toxicidade foram constatadas entre elas (Figura 3.5.a). A
germinabilidade das sementes submetidas aos extratos hidrofilicos das raizes também n&o diferiu da
testemunha, com excecdo da superioridade para concentragdes de extratos de 2,5% partes por
volume (p/v), em BR 304 e milheto, 1,84% p/v em BR 304 e 0,5% em RS 11 (Figura 3.5.a).

Os extratos das raizes de milheto mantiveram a germinabilidade média em torno de 83% (a da
testemunha foi de 74%), enquanto os extratos da parte aérea desta espécie reduziram a

germinabilidade meédia a 3,4% (Figuras 3.5.ae b
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Figura 3.5. Germinabilidade de alface em resposta a agao de extratos hidrofilicos das
raizes (a) e da parte aérea (b) das cultivares de sorgo BR 304 (m), BR
601 (e ), RS 11(0), da cultivar Comum de milheto (a) e da testemunha
(*) . Valores transformados para arcsen \/x/100. Valor de DMS (5%) =
11,27. Equacgbes, coeficientes de determinagdo e significancia da
regresséo encontram-se na Tabela 3.4. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tabela 3.4. Equacgdes, valores dos coeficientes de determinagéo e significancia da
regressao linear entre concentragdes de extratos hidrofilicos das raizes
e da parte aérea e germinabilidade de alface. Valores transformados
para arc sen\/x/100. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Cultivar Extrato Equacao r’ F
Sorgo BR 304 raiz Média = 85,31 - 1,13™
p. aérea y =96,84 — 42,20 x 0,90 201,15 **
Sorgo BR 601 raiz Média = 78,59 - 1,05™
p. aérea y = 80,68 — 36,43 x 0,85 149,97**
Sorgo RS 11 raiz Média = 82,68 - 1,88
p. aérea y = 105,65 — 45,29 x 0,86 231,77*
Milheto Comum raiz Média = 83,19 - 0,04"*
p. aérea Média = 3,42 - 1,45 "
Testemunha Média = 74,32

** Significativo a 1%.
"* N&o significativo.

e Tabela 3.4), contabilizando redugédo de 96% em relacdo aos extratos radiculares e de 95% em
relagao a testemunha.

A germinabilidade das sementes de alface nao foi reduzida pela agdo de extratos hidrofilicos
da parte aérea de materiais de sorgo na concentragdo mais baixa (0,5% p/v) e néo foi afetada pelos
extratos das raizes de sorgo ou milheto. No entanto, houve reducgéo linear do percentual final de
germinacao com a elevagéo das concentracdes maiores de extratos da parte aérea, o que resultou em

diferencas significativas em relagcdo aos efeitos de extratos radiculares e da prépria testemunha
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(Figuras 3.5.a e b e Tabela 3.4). Exceg¢ao coube aos efeitos obtidos na concentragéo de 1,17% p/v da
cultivar RS 11, que nao diferiram dos extratos das raizes, nem da testemunha.

Redugéo do IVG de sementes de alface em resposta a elevagédo da concentragao de extratos
das raizes somente foi observada para a cultivar de sorgo RS 11. Nesta cultivar, houve redugéo de
1,97 no IVG a cada incremento unitario na concentragdo de extrato das raizes (Figura 3.6.a e Tabela
3.5). Os efeitos do extrato das raizes de RS 11 sobre o IVG foram superiores aos das demais
cultivares na concentracéo de 2,5% p/v e aos extratos de BR 304 e milheto, na concentragéo de
1,84% pl/v (Figura 3.6.a e Tabela 3.5).

Em todas as concentracdes testadas e para todas as cultivares, os extratos da parte
aérea das plantas foram mais eficientes em reduzir a velocidade de germinagdo das sementes de
alface, em relagdo aos extratos das raizes e comparativamente a testemunha (Figura 3.6.a e b e
Tabela 3.5). A concentracdo de 1,17% p/v de extratos da parte aérea foi a que melhor discriminou

as diferencas de
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x/100. Valor de DMS (5%) = 1,11. Equacgbes, coeficientes de
determinacao e significancia da regressdo encontram-se na Tabela 3.5.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tabela 3.5. Equacdes, valores dos coeficientes de determinacdo e significancia da
regressao linear entre concentragéo de extratos hidrofilicos das raizes e
da parte aérea e o indice de velocidade de germinacao (IVG) de alface.
Valores transformados para arcsen x/100. UFRGS, Porto Alegre, RS,

2001.
Cultivar Extrato Equacdo r’ F
Sorgo BR 304 raiz Média = 9,20 - 3,30™
p. aérea y=4,99 — 2,27 x 0,87 65,78 **
Sorgo BR 601 raiz Média = 8,84 - 2,76"°
p. aérea y=4,72-2,24x 0,71 64,04*
Sorgo RS 11 raiz y =10,80 — 1,97 x 0,77 49.47**
p. aérea y=4,81-2,17x 0,89 60,08**
Milheto Comum raiz Média = 9,48 - 1,05
p. aérea Média = 0,06 - 0,16 ™*
Testemunha Média = 8,83

** Significativo a 1%.

"* N&o significativo.

germinabilidade e velocidade de germinagdo entre os materiais. Nessa concentragdo os materiais
com maior potencial inibitério foram a cultivar Comum de milheto e a cultivar BR 601 de sorgo. Na
concentracdo de 0,5% p/v foi observada maior agdo do milheto em relagdo aos gendtipos de sorgo
(Figura 3.5.b e 3.6.b e Tabelas 3.4 e 3.5).

Ao testarem a autotoxicidade de diferentes concentragdes de extratos aquosos de Pennisetum
glaucum (L.) R. Br. (género do milheto), Saxena et al. (1996b) observaram estimulagdo da germinagéo
na concentragdo mais baixa (2% p/v) e inibigdo em concentragdes maiores (4, 6 e 8% p/v) de extratos
radiculares e da parte aérea. Eles verificaram que a velocidade de germinagéo declinou a partir da
concentracdo mais baixa de extratos radiculares ou da parte aérea. Ao contrario do presente
experimento, aqueles autores verificaram maior similaridade entre a acao inibitéria proporcionada pela
parte aérea e sistema radicular das plantas. Em outro experimento (Panasiuk et al., 1986), houve
inibicdo da germinagdo de Amaranthus e Echinochloa devido a utilizagdo de extratos concentrados

(n&o foi informada a concentragéo) obtidos de raizes de sorgo.
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Muitas vezes, o efeito alelopatico ndo ocorre sobre o percentual final de germinagdo no
tempo, mas sobre a velocidade de germinagéo ou outra variavel relacionada (Ferreira & Aquila, 2000).
A velocidade de germinagado € uma variavel importante para o estabelecimento das plantulas, pois é
um indicativo da rapidez e da capacidade de emergéncia das mesmas. Sementes com germinacgao
mais lenta demoram mais a emergir e s&o mais propensas ao ataque de predadores, pragas e
patdgenos. Plantas com emergéncia atrasada podem apresentar menor crescimento do que as que
emergirem precocemente e sofrer competicéo intra e interespecifica por recursos do meio (Merotto Jr.

et al., 1999; Fleck et al., 2002) ou podem ser excluidas da comunidade (Radosevich et al., 1997).

Os efeitos dos extratos radiculares hidrofilicos sobre o comprimento da
radicula de alface variaram de estimulatérios a inibitorios, dependendo da cultivar e
da concentracdo. Em geral, elevadas concentragdes reduziram de forma linear o
comprimento da radicula (Figura 3.7.a e Tabela 3.6). Em relagdo a testemunha,
extratos hidrofilicos das raizes de sorgo cultivar BR 304 foram estimulatérios em
todas as concentracgdes testadas. Os extratos de BR 601 e milheto foram
estimulatérios apenas na concentragdo mais baixa (0,5% p/v); enquanto os de RS 11
foram inibitorios ao desenvolvimento das raizes de alface em concentragdes maiores
que 0,5% p/v (Figura 3.7.a e Tabela 3.6).

Os extratos radiculares hidrofilicos estimularam o desenvolvimento da parte
aérea das plantulas de alface em relagéo a testemunha (Figura 3.8.a e Tabela 3.7),
exceto na menor concentragdo dos extratos de sorgo BR 601 e de milheto. Essa
estimulacdo foi incrementada linearmente com a elevagdo da concentracdo dos
extratos radiculares das cultivares BR 304 e BR 601 e de milheto, mas n&o sofreu
acréscimo com a variagao na concentracdo dos extratos radiculares de RS 11

(Figura 3.8.a e Tabela 3.7).
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A acgdo de substancias alelopaticas muitas vezes ndo é somente inibitéria, pois ha relatos de
casos em que houve agao estimulatéria sobre o desenvolvimento das plantas (Barbosa et al,,
1998b; Santos et al., 2002). Ocasionalmente, plantas

tratadas com doses muito baixas de herbicidas apresentam crescimento superior ao da testemunha,

|

fenbmeno co - a et al., 2000).
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significAncia da regressao encontram-se na Tabela 3.6. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

Tabela 3.6. Equacgdes, valores dos coeficientes de determinacdo e significancia da
regressao linear entre concentragédo de extratos hidrofilicos das raizes e
da parte aérea e o comprimento da radicula de alface. Valores
transformados para arcsen \/x/100. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Cultivar Extrato Equacéao r’ F
Sorgo BR 304 raiz y =6,57-0,84 x 0,99 26,35
p. aérea Média = 0,12 - 1,79 ™%
Sorgo BR 601 raiz y =555 -1,03 x 0,98 39,53**
p. aérea Média = 0,13 - 1,83"%
Sorgo RS 11 raiz y=2,93 - 0,42 x 0,42 6,74
p. aérea Média = 0,11 2,92
Milheto Comum raiz y=6,0 —1,34x 0,93 67,38**
p. aérea Média = 0,01 - 0,02 "*
Testemunha Média = 3,66

** Significativo a 1% pelo teste F.
™* Nao significativo.
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304 (m), BR 601 (e ), RS 11(0), da cultivar Comum de milheto (a) e da testemunha
(*). Valores transformados para arcsen \/x/100. Valor de DMS (5%) = 0,64.
Equacgdes, coeficientes de determinagao e significancia da regressdo encontram-se
na Tabela 3.7. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.
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Tabela 3.7. Equacdes, valores dos coeficientes de determinacdo e significancia da
regressao linear entre concentracdo de extratos hidrofilicos das raizes
(a) e da parte aérea (b) e o comprimento da parte aérea de alface.
Valores transformados para arcsen \/x/100. UFRGS, Porto Alegre, RS,

2001.
Cultivar Extrato Equacao r’ F
Sorgo BR 304 raiz y =4,50 + 0,68 x 0,89 18,88**
p. aérea y=3,56 — 1,68 x 0,75 112,64**
Sorgo BR 601 raiz y=3,94 +0,67 x 0,86 18,08**
p. aérea y=3,01 — 1,45x 0,64 84,18**
Sorgo RS 11 raiz Média = 4,89 - 1,52
p. aérea y=4,59 —2,02x 0,89 163,72**
Milheto Comum raiz y = 3,87 + 0,49 x 0,75 9,60**
p. aérea Média = 0,02 - 0,0001 "*
Testemunha Média = 3,58

**Significativo a 1% pelo teste F.
"* N&o significativo.

Os resultados do presente trabalho contrastam, em parte, com os obtidos por Forney & Foy
(1985), que constataram agéo toéxica das fragdes hidrofébicas de raizes de plantas de sorgo sobre o
desenvolvimento de azevém e alfafa, enquanto as fragdes de natureza hidrofilica ndo produziram
efeito aprecidvel. Também, extratos hidrofilicos de raizes de plantas de sorgo inibiram o
desenvolvimento da radicula e da parte aérea de plantas de Amaranthus sp. (Panasiuk et al., 1986) e
de trigo (Ben-Hammouda et al., 1995a). Ja, extratos aquosos de radiculas de Pennisetum glaucum
foram estimulatérios ou inibitérios ao seu proprio desenvolvimento, dependendo das concentragdes
utilizadas (Saxena et al., 1996b).

Os extratos hidrofilicos da parte aérea de todas as cultivares foram extremamente inibitérios
ao desenvolvimento radicular e da parte aérea de plantulas de alface, exceto a menor concentragéo
de extratos da parte aérea de sorgo, que nao influenciou o desenvolvimento da parte aérea de alface
(Figura 3.7.b e 3.8. b e Tabelas 3.6. e 3.7). Contudo, enquanto o desenvolvimento radicular nao foi
influenciado pela variagdo da concentracdo dos extratos da parte aérea e pela cultivar, o
desenvolvimento da parte aérea sofreu a influéncia destes fatores (Figura 3.7.b e 3.8. b e Tabelas 3.6.
e 3.7). Isto ocorreu devido a maior toxicidade dos extratos da parte aérea ao desenvolvimento

radicular, desde as concentragdes mais baixas de extratos (0,5 e 1,17% p/v). Na média das cultivares
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e concentragdes de extratos da parte aérea, houve inibicao de 97% do desenvolvimento radicular, em
comparagao a testemunha.

O comprimento da parte aérea de alface declinou linearmente com a elevagdo da
concentracdo dos extratos da parte aérea das cultivares de sorgo, destacando-se BR 601 por
ocasionar maior inibicdo na concentragdo mais discriminatéria (1,17% p/v) (Figura 3.8 b e Tabela
3.7). Como os extratos da parte aérea de plantas de milheto causaram inibicdo a alface mesmo nas
concentragdes mais baixas, ndo houve variagdo do comprimento da parte aérea, com a variagao nas
concentragdes de extratos de milheto (Figura 3.8 b e Tabela 3.7).

Foi identificada maior atividade toxica de extratos aquosos do caule de plantas de sorgo a
radiculas de trigo, em relagdo a outras partes da planta (Ben-Hammouda et al., 1995a). Neste
trabalho, também foi observada capacidade inibitéria diferencial entre hibridos de sorgo, a qual variou
com a estagao de crescimento. Foi verificado inibicdo expressiva da massa seca de plantas daninhas
(49%) pela aplicagdo em pds-emergéncia de extratos hidrofilicos da parte aérea de plantas de sorgo
(Cheema & Khalig, 2000). O desenvolvimento de raizes e da parte aérea de Pennisetum glaucum foi
estimulado por extratos hidrofilicos desta planta nas menores concentragdes utilizadas, e inibido nas
concentragdes mais elevadas (Saxena et al., 1996b).

No presente experimento a agdo toxica foi mais pronunciada dos extratos hidrofilicos da parte
aérea das plantas de sorgo e milheto do que do sistema radicular. Diferencas bem menos
pronunciadas identificadas em outros trabalhos (Ben-Hammouda et al., 1995a; Saxena et al., 1996b)
podem dever-se a diferentes métodos de extragdo dos compostos, as concentragbes empregadas, ou
mesmo a utilizagdo de diferentes materiais genéticos produtores e receptores das substancias
alelopaticas.

Foram identificadas diferencas na capacidade inibitéria, dependentes da concentragao dos
extratos da parte aérea, entre os gendtipos de sorgo. Na concentragcdo mais discriminatéria (1,17%),
destacou-se a cultivar BR 601 de sorgo. No entanto, a parte aérea da cultivar Comum RS de milheto
demonstrou potencial toxico superior aos gendtipos de sorgo. O fato de extratos da parte aérea das

cultivares de sorgo e, especialmente de milheto, terem proporcionado redugbes expressivas na
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germinacao e desenvolvimento inicial das plantas de alface indica que podem ser potencialmente
uteis no manejo de plantas daninhas.

Dentre as substancias de natureza hidrofilica potencialmente alelopaticas isoladas de sorgo,
destacam-se os acidos fendlicos, especialmente o p-cumarico (Guenzi & McCalla, 1966) e o vanilico
(Ben-Hammouda et al., 1995b). O conteudo total de acidos fendlicos em tecidos de sorgo varia com a
parte da planta considerada, com o hibrido e entre estagbes de crescimento (Ben-Hammouda et al.,
1995b). A variagao e o limite superior de produgéo de acidos fendlicos totais na parte aérea de plantas
de sorgo (4 a 156 kg.ha™') sdo maiores do que nas raizes (1 a 16 kg.ha™) (Séne et al., 2001). Essa
informacado poderia respaldar as diferengas inibitérias obtidas entre extratos da parte aérea e de

radiculas de plantas de sorgo, no presente experimento.

3.4. CONCLUSOES

Nas condi¢des de conducio dos experimentos, conclui-se que:

1. N&o ha efeito dos extratos radiculares hidrofébicos de sorgo sobre a germinagao

total final, nem sobre a velocidade de germinagdo de sementes de alface.

2. A relagéo entre os efeitos da concentragao de extratos hidrofobicos de radiculas de sorgo e do
comprimento de raizes e das partes aéreas de plantas de alface e Bidens sp. é inversamente

proporcional.

3. Os efeitos de extratos hidrofilicos radiculares de sorgo na germinagdo e no
comprimento de raizes e da parte aérea de alface variam entre estimulatorio,
neutro ou inibitério, dependendo da cultivar e da concentragao utilizada.

Extratos hidrofilicos da parte aérea de plantas de sorgo sdo mais inibitérios a
germinagao e ao comprimento de raizes e da parte aérea de plantas de alface do

que os extratos hidrofilicos das raizes.
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Na concentragao que discriminou melhor os efeitos de extratos hidrofilicos da parte
aérea (1,17%), BR 601 é a cultivar de sorgo que causa maior inibicdo a
germinabilidade, velocidade de germinagdo e ao comprimento da parte aérea de

alface.

4. CAPITULO Il - POTENCIAL DE EXTRATOS RADICULARES HIDROFOBICOS E
DA COBERTURA VEGETAL DE PLANTAS DE SORGO NA
SUPRESSAO DE PLANTAS DANINHAS EM CONDIGCAO DE

CAMPO

4.1. INTRODUGAO

A supressao de plantas daninhas por coberturas mortas € atribuida a fatores
de natureza fisica, quimica e biologica. Atualmente, a capacidade supressora de
plantas daninhas por culturas de cobertura é amplamente reconhecida e explorada
(Putnam et al.,, 1983; Almeida, 1988; Einhellig & Rasmussen, 1989; Teasdale &
Mohler, 1993; Vidal & Bauman, 1996; Theisen et al., 2000), embora ndo se conhecga
precisamente a importancia relativa dos efeitos fisicos e alelopaticos sobre este
fenébmeno.

Os efeitos fisicos estdo relacionados principalmente a reducdo da
disponibilidade da radiacéo solar (Facelli & Pickett, 1991; Vidal, 1995) e a reducédo da

amplitude térmica na camada superficial do solo (Teasdale & Mohler, 1993; Vidal,



68

1995). Dezenas de milhares de compostos secundarios de plantas ja foram isolados
e estima-se que centenas de milhares existam na natureza. Ha evidéncias de que a
maioria dos metabdlitos secundarios liberados pelas plantas esteja envolvida em
interagcbes com outros organismos, como outras plantas, insetos, fungos e
herbivoros, ou seja, apresentam potencial para exercer alelopatia em
agroecossistemas (Duke, 1986). Existe forte relacdo de dependéncia entre a
producao destes metabdlitos e condicbes de ambiente (Einhellig, 1996), o que
dificulta a interpretacao de resultados a campo.

O conhecimento das potencialidades alelopaticas de culturas pode ser
utiizado em beneficio do controle de plantas daninhas. A palha de sorgo é
amplamente utilizada como cobertura, objetivando a supressao de plantas daninhas
(Putnam et al., 1983; Einhellig & Rasmussen, 1989). A atividade alelopatica de
plantas de sorgo pode estar relacionada tanto a compostos de natureza hidrofébica
quanto hidrofilica.

Raizes de diferentes espécies de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench,
Sorghum vulgare Pers., Sorghum sudanense (Piper) Stapf. e Sorghum halepense
(L.) Pers.) exsudam varias benzoquinonas de cadeias longas com elevado potencial
alelopatico (Netzly & Butler, 1986). Sorgoleone, a principal destas benzoquinonas, é
exsudado por raizes vivas (Fate et al., 1990) e representa 90% ou mais dos extratos
radiculares extraidos com solventes hidrofébicos (Nimbal et al., 1996). Em
experimentos conduzidos em laboratério e casa de vegetagdo, sorgoleone inibiu o
desenvolvimento de espécies como Eragrostis tef (Zucc.) Trotter, Lemna minor L.,
Lactuca sativa L. e Amaranthus retroflexus L., mas ndo afetou o desenvolvimento de

Sorghum bicolor, Ipomoea purpurea (L.) Roth. e Abutilon theophrasti Medik. (Netzly
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et al., 1988; Einhellig & Souza, 1992; Nimbal et al., 1996). Sorgoleone € um potente
inibidor da respiragao mitocondrial (Rasmussen et al., 1992) e também do transporte
de elétrons no fotossistema I, atuando competitivamente no mesmo local de agao de
herbicidas como atrazine e diuron (Einhellig et al., 1993; Nimbal et al., 1996;
Gonzalez et al., 1997).

Foi observada pequena variagdo na produgao de sorgoleone em colegdes de
12 (Hess et al., 1992) e dez (Rodrigues et al., 2001) gendtipos de sorgo, embora
Hess et al. (1992) tenham indicado que a produgao variou segundo condigdes de
ambiente. No entanto, obteve-se variacdo consideravel nas quantidades de
sorgoleone produzidas por 25 gendtipos de sorgo (Nimbal et al., 1996 ).

Residuos de sorgo em decomposicdo liberam compostos de natureza
hidrofilica, em sua maioria acidos fenodlicos, como os acidos ferulico, vanilico,
siringico, p-hidroxibenzéico e, especialmente, p-cumarico (Guenzi & McCalla, 1966,
Nicollier et al. 1983; Weston et al.,, 1999). Variagdes consideraveis destes
compostos foram encontradas em tecidos vegetais e no solo quando foram
comparados trés gendtipos de sorgo (Ben-Hammouda et al., 1995b).

O potencial das substancias alelopaticas pode ser melhor avaliado sob
condigdo de campo (Inderjit & Weston, 2001), onde estao sujeitas aos processos de
retengao, transporte e transformacao, que determinam sua dindmica no solo (Cheng,
1992). Embora sorgoleone migre das raizes para o solo (Netzly et al., 1988), ¢é
provavel que, em fungdo de sua elevada hidrofobicidade, a agdo deste composto
fique restrita a area préxima das plantas liberadoras. A concentracdo de acidos
fendlicos encontrada no solo muitas vezes é considerada abaixo da necessaria para

produzir atividade biolégica em laboratério (Dalton, 1999). Desconsidera-se, neste
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caso, a possibilidade de ocorrer sinergismo (Einhellig, 1996) entre compostos
alelopaticos e também de existir gradiente de concentracdo decrescente a medida
que se afasta e crescente a medida que se aproxima das plantas liberadoras, o que
poderia resultar em influéncia sobre a atividade biolégica em plantas daninhas.

Os objetivos deste trabalho foram determinar os efeitos de gendétipos de sorgo
com capacidade distinta de producdo de extratos radiculares hidrofébicos e da
cobertura de plantas de sorgo, viva ou morta, sobre a supressao de plantas daninhas

em condigcao de campo.

4.2. MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois experimentos a campo, na Estacdo Experimental
Agronémica (EEA) na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), nos
periodos 1999/2000 e 2000/2001. O solo do local pertence a unidade de
mapeamento Sao Jerdnimo, sendo classificado como areno-argiloso (Argissolo
Vermelho Distrdéfico tipico) (Streck et al., 1999). As principais caracteristicas do solo
utilizado encontram-se referidas na Tabela 4.1. Utilizou-se o delineamento de blocos
ao acaso com quatro repeticoes. Os experimentos foram realizados em duas fases

distintas. A primeira, antes da dessecacado das plantas de sorgo e milheto,

Tabela 4.1. Composi¢cao quimica e textural do solo utilizado nos experimentos.
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/2000 e 2000/2001.

M.O." Argila PH P K Al H+AI Ca Mg C.T.C* SB’

H,O
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(%) (%) (Mg dm®)- e MOl L ememememememememe (%)

2,9 29 55 30 205 0,0 2,5 3,6 2,0 8,6 71

' Matéria organica.
2 Capacidade de troca de cations.
® Saturagao de bases.

correspondeu aos primeiros 48 (1999/2000) ou 63 dias (2000/2001) apds a
semeadura (estadios V7 ou Vg, respectivamente, em sorgo ou milheto).

Em 1999/2000 e em 2000/2001, cada unidade experimental apresentou,
respectivamente, 32 (2x 16 m)e 16 m? (4 x 4 m). Os tratamentos foram compostos
pelos genotipos de sorgo RS 11, BR 601 e BR 304, representantes de trés classes
de produgcdo de extratos radiculares hidrofobicos (definidas em experimento
conduzido em laboratério, ver Capitulo 2); do gendtipo de milheto Comum RS; e de
uma testemunha sem culturas. As semeaduras foram realizadas em 16/11/99 e
31/10/2000; no primeiro experimento, sobre cobertura de plantas de ervilhaca, e no
segundo, sobre cobertura de plantas daninhas que se desenvolveram no local,
ambas dessecadas previamente com 720 g.ha™' de glyphosate. Utilizou-se sementes
visando o estabelecimento de 1.200.000 plantas.ha™, para cada gendtipo de sorgo e
de 4.000.000 plantas.ha™ de milheto.

Aos 30 dias apdés a semeadura, em 1999/2000, e aos 14 dias apos a
semeadura, em 2000/2001, efetuou-se contagem e identificacdo das espécies
daninhas em uma area de 0,175 m? (0,45 x 0,39 m), com distingdo de linha (0,06 m?)
e entrelinha (0,115 m?) da cultura apenas em 2000/2001. Posteriormente, as plantas

daninhas foram secadas em estufa a 60°C, para determinagcdo da massa seca. Apés
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a contagem e identificacdo das espécies daninhas aos 14 dias apds a semeadura,
em 2000/2001, efetuou-se desbaste das plantas de sorgo, estabelecendo-se
populacdo de 1.200.000 plantas.ha™ para todos os genétipos. Para comparagdo da
densidade populacional e massa seca de plantas daninhas entre médias de
tratamentos, utilizou-se o teste da diferenga minima significativa (DMS), apds os
dados serem submetidos a analise de variancia. Procedeu-se, também, analise de
correlagao entre populacéo de plantas daninhas e densidade de plantas de sorgo.

A segunda fase foi realizada apdés a dessecacgao das plantas de sorgo e
milheto com 720 g.ha” de glyphosate. Os experimentos foram organizados em
parcelas sub-subdivididas, considerando-se como parcelas principais 0os genoétipos
de sorgo (BR 304, BR 601 e RS 11) e de milheto (Comum RS); como subparcelas a
utilizacdo ou ndo de herbicida graminicida + 6leo mineral (sethoxydim 230 g.ha™ +
Assist 1,5 L.ha') para o controle de plantas daninhas gramineas em pos-
emergéncia; e, como sub-subparcelas, niveis de palha sobre o solo. Em 1999/2000,
através da movimentacdo da palha a partir das quantidades originalmente
produzidas, quatro niveis de palha foram estabelecidos nas sub-subparcelas:
auséncia de cobertura de partes aéreas, nivel original produzido no tratamento,
metade e o dobro do nivel original. Em 2000/2001 foram estabelecidos apenas dois
niveis, através da movimentagdo dos residuos: auséncia de cobertura e 4 t.ha'. A
utilizagcdo ou nao de herbicida graminicida foi concebida em fungado da interferéncia
predominante que papua (Brachiaria plantaginea (Link) Hitch.) pode exercer sobre
espécies dicotileddneas, em areas com infestacbes mistas de plantas daninhas.

Cada unidade experimental (sub-subparcela) consistiu de area de 4 m? (2 x 2 m). A
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aplicagdo de herbicida em pds-emergéncia ocorreu 15 e 17 dias apos a
movimentacao da palha (DAM), respectivamente, em 1999/2000 e 2000/2001.
Identificou-se as espécies de plantas daninhas e determinou-se sua densidade
em uma area de 0,175 m2, aos 22 e 50 DAM em 1999/2000 e aos 21 e 56 DAM em
2000/2001. Aos 50 e 56 DAM, respectivamente, no primeiro e segundo periodos
experimentais, também se determinou a massa seca das plantas daninhas, conforme
descrito previamente. Esses resultados foram analisados conforme ja foi relatado na
primeira fase e, quando apropriado, aplicou-se o teste DMS entre médias de

tratamentos e regressodes entre niveis de palha e variaveis dependentes.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapa anterior a dessecacgao

A primeira etapa (antes da dessecacao das plantas de sorgo e milheto) do
primeiro ano experimental (1999/2000) permitiu avaliar a infestagao global de plantas
daninhas, sem distincdo de ocorréncia nas linhas e entrelinhas. As espécies
daninhas predominantes foram Brachiaria plantaginea (BRAPL) e Sida rhombifolia L.
(SIDRH).

Foi testada a hipétese de haver infestagao e crescimento diferenciado destas
espécies, em funcdo da produgdo de extratos hidrofébicos, comparando-se a
densidade e o crescimento de plantas daninhas a campo entre os diferentes
gendtipos de sorgo e destes com milheto, espécie que nao produz sorgoleone.

A densidade e o crescimento de plantas daninhas (SIDRH e BRAPL) foi

semelhante entre os gendtipos de sorgo e com milheto, indicando auséncia de efeito
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supressor de exsudatos hidrofébicos (Tabela 4.2). No entanto, observou-se redugoes
de 41 % de infestagcdo e de 74 % de massa seca total de plantas daninhas,
comparando-se as areas cobertas com culturas a testemunha descoberta (Tabela

4.2).

Tabela 4.2. Densidade de plantas de Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida
rhombifolia (SIDRH) e total e massa seca total de plantas daninhas,
avaliadas aos 30 dias apds a semeadura das culturas, em resposta a
presenca de diferentes coberturas verdes sobre o solo. UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 1999/2000.

Tratamento BRAPL SIDRH Total de plantas Matéria seca total
(plantas.m™) (plantas . m?) daninhas de plantas
(plantas . m?)  daninhas (g.m?)
Sorgo BR 304 58 a' 150 223 a 30 a
Sorgo RS 11 48 a 73 142 a 22 a
Sorgo BR 601 59 a 87 214 a 39 a
Milheto Comum 39 a 142 149 a 20 a
Testemunha 202 b 89 309 b 109 b
Valor de F 12,45 0,77"* 3,35* 18,06
(tratamentos)
DMS? 59,41 123,36 113,88 27,04
cV® 47,49 74,00 35,64 40,15

' Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente a 5% pelo teste DMS.

** Significativo a 1%.

* Significativo a 5%.

" N&o significativo.

% Diferenga minima significativa a 5%.
® Coeficiente de variaco.

A primeira etapa do segundo ano experimental (2000/2001) permitiu avaliar as
diferencas de infestacdo de plantas daninhas posicionadas nas linhas e entrelinhas
das culturas, aos 14 dias apds a semeadura das mesmas. A interagdo entre os
fatores gendtipos/espécies e posi¢cdes das plantas daninhas em relagdo as linhas da
cultura foi significativa para as infestagbes de BRAPL, Bidens sp. (BIDSS) e total de

plantas daninhas, mas ndo para as populagcbes de SIDRH (Tabela 4.3). As
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infestacbes de BRAPL, SIDRH e BIDSS presentes nas linhas ou nas entrelinhas de

semeadura nao diferiram entre os gendtipos de sorgo e milheto. A variabilidade da

infestacado natural de plantas daninhas na area pode ter impedido a identificagdo de

diferencas de infestacao por espécie. No entanto, nas linhas de semeadura, para o

Tabela 4.3. Densidade de plantas de Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida

rhombifolia (SIDRH), Bidens sp. (BIDSS) e total de plantas daninhas
aos 14 dias apos a semeadura das culturas, em resposta a presenca
de diferentes gendtipos e a posigao das plantas daninhas na area de
amostragem. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Densidade de plantas daninhas (plantas. m?)

Tratament BRAPL SIDRH BIDSS Total

° Linha Entre- Linha Entre- Linha Entre- Linha Entre-
linha linha linha linha

Sorgo

BR 304 a'1192 A a873B 75 ™ 64" a643A a93A a 2354A a1881B

Sorgo

BR 601 a 840A a849A 74 106 a190 A a504A <c1328A a1501A

Sorgo

RS 11 a 1054 A a913 A 132 99 a664A ab554A ab1915A a1627 A

Milheto

Comum a 887A a840A 107 122 a180B a456 A bc 1434 A a1490 A

RS

Testemu-

nha a 905A a905A 65 65 a475A a923 A ab2000A a2000A

Causas de Valores de F*

Variagado

Genétipos 0,21"™ 0,30 ™ 0,61" 2,59 ™

Posicoes 5,08* 0,005 ™ 0,29 ™ 1,39

Genétipos 1,81° 0,88" 2,50* 2,81°

x Posigoes

CV (%) 5,12 18,85 22,57 2,98

(gendtipo)

CV (%) 2,03 7,43 3,16 1,62

(posicoes)

1

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, dentro de cada

espécie invasora, nao diferem significativamente a 5% pelo teste DMS.
* Significativo a 5%.
" Nao significativo.
2 Dados transformados para log (x+10).
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% Significativo a 18%.
* significativo a 9%.
* Significativo a 6%.

gendtipo BR 601 de sorgo ocorreu menor infestagdo total do que nos outros dois
gendtipos de sorgo e, também, em relacdo a testemunha (Tabela 4.3). Nas
entrelinhas da cultura ndo se verificaram diferengas entre os gendétipos de sorgo e de
milheto.

Verificou-se correlagdo negativa (r = - 0,92) entre o numero total de plantas
cultivadas em gendtipos de sorgo e o numero de plantas daninhas nas linhas de
semeadura. Como o numero de plantas da cultivar de sorgo BR 304 nas linhas é
inferior aos verificados nos gendtipos BR 601 e RS 11 e na cultivar de milheto
(Tabela 4.4), admite-se que a relagdo entre populagées de plantas cultivadas e
daninhas nas linhas de semeadura possa ter aumentado a densidade de plantas

daninhas do gendtipo BR 304 em relagdo aos demais gendétipos de sorgo.

Tabela 4.4. Densidade de plantas cultivadas na linha de semeadura, aos 14 dias
apo6s a semeadura das culturas. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,

2000/2001.
Gendtipo/espécie Densidade de plantas cultivadas
na linha (plantas.m)
Sorgo BR 304 143 ¢'
Sorgo BR 601 214 b
Sorgo RS 11 154 bc
Milheto cv. Comum RS 480 a
Valor de F (tratamentos) 60,09**
CV (%) 16,45

' Médias seguidas da mesma letra no diferem significativamente a 5% pelo teste DMS.

** Significativo a 1%.
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Alelopatia e competicdo poderiam estar envolvidas no fenbmeno relatado
anteriormente. Sorgoleone ¢é o principal exsudato hidrofébico de raizes de sorgo
(Netzley & Butler, 1986), embora se desconheca exatamente qual a sua taxa de
liberacéo pelas raizes. A baixa mobilidade de sorgoleone no solo, devido a auséncia
de solubilidade em agua (Netzly & Butler, 1986) e, possivelmente, a elevada
adsor¢cao aos coldides do solo (Hess et al., 1992 e Capitulo 4), limitam
consideravelmente a possibilidade de absor¢do de sorgoleone pelas plantas. Sua
liberacdo em local proximo de absorcao e/ou o contato entre raizes de plantas de
sorgo e raizes de plantas daninhas poderia ser maneiras de produzir efeitos
alelopaticos. Populacbes maiores de plantas liberadoras de substancias alelopaticas
aumentariam a chance de absor¢cdo de sorgoleone por plantas daninhas. Desta
forma, é possivel que a menor populagao de plantas do gendétipo BR 304 nas linhas
de semeadura resultaram em maior populacdo de plantas daninhas. Como resultado
disto, maior populacdo de plantas daninhas poderia reduzir a disponibilidade de
substancias alelopaticas no meio para gerar efeito alelopatico (Weidenhamer et
al.,1989).

Efeitos reduzidos sobre plantas daninhas nas entrelinhas das culturas sao
atribuidos a compostos com baixa mobilidade no solo, fato observado apenas com
populacdes de BIDSS nas entrelinhas de milheto (Tabela 4.3.). No entanto, deve-se
considerar que outros fatores, como o revolvimento diferencial do solo em linhas e
entrelinhas, podem influenciar a emergéncia de plantas daninhas. O fato do gendtipo
BR 304 apresentar maior infestacdo de plantas daninhas nas linhas (Tabela 4.3),

embora dele se obtivessem alta quantidade de sorgoleone por extragdo com
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solvente, pode significar que, para esta substancia especificamente, a proximidade
entre sistemas radiculares seja mais importante que as diferengas de produgao de
substancias alelopaticas entre gendtipos, ou, que a extragdo com solventes nao
fornecga estimativa adequada das quantidades exsudadas pelas raizes. Como milheto
nao produz sorgoleone, mas também reduziu a populagao total de plantas daninhas
nas linhas de semeadura, em relacdo a BR 304 (Tabela 4.3), é possivel que esta
espécie produza outras substancias alelopaticas capazes de inibir o desenvolvimento
de plantas daninhas. Nao esta afastada, também, a possibilidade de que os
gendtipos de sorgo produzam outras substancias alelopaticas, que néo sorgoleone,
as quais poderiam resultar em desenvolvimento diferencial de plantas daninhas nas
linhas de semeadura.

A competicdo por recursos do meio também pode justificar densidades de
plantas daninhas mais elevadas em gendétipos de plantas cultivadas com menor
populacdo. As plantas sdo habeis em perceber precocemente alteragbes no
comprimento de onda luminosa resultantes da presenga de plantas na vizinhanga,
desencadeando, desta forma, mudangas em seu desenvolvimento (Radosevich et
al., 1997; Almeida, 1998). No entanto, € pouco provavel que a populagao de plantas
seja modificada tdo precocemente (aos 14 dias apds a semeadura da cultura) pela

interferéncia competitiva.

Etapa posterior a dessecagao
Na segunda etapa do primeiro ano experimental (1999/2000), conduzida apés
a dessecagdao das plantas de sorgo e milheto, foram obtidas as seguintes

quantidades originais de palha sobre a superficie: sorgo BR 304 (1,0 t.ha™), sorgo
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BR 601 (1,0 t.ha™), sorgo RS 11 (0,6 t.ha™') e milheto comum RS (0,8 t.ha™). A partir
do nivel original, foram obtidos os niveis zero, metade, uma vez e o dobro. Nestas
condigdes, hipotetizou-se que, em niveis semelhantes de palha na superficie do solo,
as variagdes em infestacdo de plantas daninhas seriam devidas as diferencas na
producao de extratos radiculares hidrofobicos. Para testar essa hipétese, utilizou-se
duas abordagens: na primeira, comparou-se o efeito dos gendtipos de sorgo e
milheto na auséncia de palha (mas na presenga de sistema radicular sob a superficie
do solo); na segunda, comparou-se os gendtipos de sorgo BR 304 e BR 601, que
produziram niveis equivalentes de palha na superficie do solo, quanto a capacidade
em reduzir a infestacido de plantas daninhas.

As espécies daninhas predominantes na area experimental foram BRAPL e
SIDRH, embora também houvesse ocorréncia esparsa de plantas de BIDSS. Na
auséncia de palha sobre a superficie do solo, nao foram observadas diferengas nas
densidades de SIDRH e BRAPL entre os gendtipos de sorgo e milheto (Tabela 4.5.

e Figura 4.1), em quaisquer das épocas avaliadas (22 e 50 DAM). A massa seca

Tabela 4.5. Resumo da andlise da variancia das caracteristicas densidade de
Brachiaria plantaginea (BRAPL) e Sida rhombifolia (SIDRH), aos 22 e
50 dias apdés a movimentagao da palha (DAM), em fungao dos fatores
cultivar/espécie e uso de graminicida. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,

1999/2000.
Causa de BRAPL (plantas.m™) SIDRH (plantas.m™)
variacao
22 DAM 50 DAM 22 DAM 50 DAM
Valores de F’
Gendtipos/es- 0,23"* 0,25 0,25 0,19

pécies
Graminicida 57,37** 57,29** 3,41™% 3,87
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Genotipos*gra- 0,16 0,17 1,98 1,34"™%
minicida
CV (%) 12,43 11,31 23,22 16,10

"*Nao significativo.
** Significativo a 1%.
' Dados originais transformados para log (x+10)

SIDRHm?
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4
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Milheto

Figura 4.1. Infestagbes de Brachiaria plantaginea (BRAPL) e Sida rhombifolia
(SIDRH) emergidas em trés gendtipos de sorgo e um de milheto, na
auséncia de palha das culturas sobre a superficie do solo. UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 1999/2000. n.s = comparagao entre
genotipos/espécie ndo significativa a 5% pelo teste F.

de SIDRH foi superior onde ndo houve competicdo desta espécie com plantas

daninhas gramineas, em comparagao ao tratamento com competicao (Tabelas 4.6 e

4.7). Em funcdo da utilizagdo ou nado de herbicida graminicida, foi constatada

significancia do fator graminicida para a variavel massa seca de Brachiaria

plantaginea (BRAPL) (Tabela 4.6).

Da mesma forma, nao se observaram diferencas nas densidades de BRAPL,

SIDRH e total entre os gendtipos de sorgo BR 304 e BR 601 em quaisquer dos
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niveis de palha testados, em ambas as avaliagbes, com exceg¢ao da ocorréncia de
maior populacéo total de plantas daninhas no gendétipo BR 601 em relagdo ao BR

304, no tratamento com duas vezes a quantidade original de palha, aos 22 DAM

Tabela 4.6. Resumo da anadlise da variancia das caracteristicas massa seca de
Brachiaria plantaginea (BRAPL) e Sida rhombifolia (SIDRH), em fungéo
dos fatores cultivares/espécies e do uso de herbicida graminicida, na
auséncia de palha na superficie do solo. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,

1999/2000.

Causa de variacao Massa seca de BRAPL  Massa seca de SIDRH

(g.m?) (g.m?)
Valores de F

Genotipos/espécies 1,79 0,45"*

Graminicida 94,70** 71,13**

Genotipos*graminicida 2,04"* 0,64 "

CV (%) 15,21 19,33

"*Nao significativo.
** Significativo a 1%.
' Dados originais transformados para log (x+10).

Tabela 4.7. Massa seca de plantas de Sida rhombifolia (SIDRH), em fungédo da
utilizacdo ou ndo de herbicida graminicida, médias de trés genotipos de
sorgo e de um de milheto, sem o uso de palha das culturas na superficie.
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/2000.

Uso de graminicida Massa seca de SIDRH (g. m™)
Sem 40 b’
Com 110 a

" Médias seguidas da mesma letra néo diferem significativamente a 1% pelo teste DMS.

(Tabelas 4.8. e 4.9). A analise de variancia mostrou significancia para os niveis de

palha para as popula¢des de BRAPL, SIDRH e total, tanto aos 22 como aos 50 DAM
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(Tabela 4.8). As significancias do efeito principal do fator graminicida, relativa as

populacdes de BRAPL e total, e da interagdo entre graminicida e niveis de palha,

relativa as populagdes de BRAPL (Tabela 4.8), ocorreram em fungao da mortalidade

das plantas de BRAPL causada pela utilizacdo do herbicida graminicida, que

contrasta com o tratamento em que o0 mesmo néo foi utilizado.

Tabela 4.8. Resumo da analise da varidncia das caracteristicas populacdo de
Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida rhombifolia (SIDRH) e total de
plantas daninhas, em fungdo dos fatores gendtipos, herbicida

graminicida e niveis de palha. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,
1999/2000.

BRAPL SIDRH Total
(plantas.m™) (plantas.m®) (plantas.m)

CausaS da variagcdo 22 DAM 50 DAM 22 DAM 50 DAM 22 DAM 50 DAM

Valores de F’

Genétipos 0,19™% 0,08 " 521" 0,73 1,76 ™ 1,35
Graminicida 37,91** 27,48 ** 0,03 2,11™% 14,51** 2,97 ™
Genétipos x 0,23 "™ 0,11™ 0,64 ™% 0,02™* 0,53 0,12"*
graminicida

Palha 3,57* 6,87** 11,48** 13,09** 17,03** 22,01**
Genétipos x palha 0,40 ™ 0,07 ™ 1,06 ™ 0,86 "™ 2,612 1,27 "™

Graminicida x palha 3,57 6,87** 1,12"* 0,47 2,56"* 1,41

Genobtipos x 0,40 " 0,07"* 0,39"* 0,41™ 0,42"* 0,23"*
graminicida x palha
CV (%) 44,92 34,97 56,27 52,48 45,77 41,31

"> Nao significativo.
* Significativo a 5%,
** Significativo a 1%.
Valores originais transformados para log (x+10).
2 significativo a 8%.

Aos 22 DAM, houve redugdo das densidades populacionais de BRAPL,

SIDRH e total, respectivamente, em 26, 65 e 95 plantas.m™ para cada tonelada de
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palha presente na superficie do solo, nas médias dos gendtipos BR 304 e BR
601(Figura 4.2. e Tabela 4.10), em relacdo aos tratamentos sem residuo na
superficie. Aos 50 DAM, taxas aproximadas de reducao foram obtidas em relagéo a

avaliagdo em 22 DAM, correspondendo a 26,71 e 100 plantas.m® para cada

Tabela 4.9. Densidade populacional total de plantas daninhas em resposta aos
genotipos de sorgo BR 304 e BR 601 e quatro niveis de palha na
superficie do solo, aos 22 e 50 dias apés a movimentacdo da palha
(DAM). UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/2000.

Densidade total de plantas daninhas (plantas.m™)

Gendtipos Sem palha na 0,5t.ha” 1,0 t.ha™ 2,0t.ha’
superficie
22 DAM
BR 304 a* 309 a 147 a120 b 33
BR 601 a 291 a 140 a 200 a 136
50 DAM
BR 304 a313 a 136 a104 a 35
BR 601 a294 a 168 a194 a135

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente a 5% pelo teste DMS.

g 8 8
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Figura 4.2. Densidade populacional de Brachiaria plantaginea (»), Sida rhombifolia

(®) e total (a), em funcdo de niveis crescentes de palha sobre o solo,
aos 22 (a) e 50 (b) dias apds a sua movimentagao (DAM), na média dos
gendtipos BR 304 e BR 601. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/2000.
Equagbes de regressao linear, seus coeficientes de determinagao e
significancia de F, encontram-se na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Equacgbes, valores dos coeficientes de determinagdo e significancia da
regressao linear entre niveis de palha de sorgo e densidades de
Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida rhombifolia (SIDRH) e total, aos
22 e 50 dias apo6s a movimentagdo da palha (DAM). UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 1999/2000.

Variavel dependente Epoca de Equagao r° F’
avaliacao

Densidade de BRAPL 22 DAM y =83,0-26,11 x 0,82 3,73°
50 DAM y=715-26,04 x 0,87 6,54 *

Densidade de SIDRH 22 DAM y =147,3 -64,79 x 0,80 7,25*
50 DAM y =165,7 — 71,60 x 0,85 5,88*

Densidade total 22 DAM y = 258,5 — 95,29 x 0,83 5,22*
50 DAM y =260,0 — 100,03 x 0,90 8,00™*

* Significativo a 5%.
** Significativo a 1%.
' Valores originais transformados para log (x+10).
2 Significativo a 6%.

tonelada de palha adicionada, respectivamente, para BRAPL, SIDRH e total (Figura
4.2. e Tabela 4.10).

Reducao mais efetiva da densidade de plantas daninhas poderia ser obtida se
a dessecacao fosse realizada em estadios de desenvolvimento mais avangados do
que o foram (Ve ou V7), obtendo-se, assim, maiores quantidades de palha na
superficie do solo . Em comparac&o ao solo desnudo, no minimo 6 t.ha™' de palha de
trigo foram necessarias para reduzir em 50% a infestagdo de Setaria faberi R.
Herrm. (Vidal & Bauman, 1996). No presente experimento, em geral, quantidades de
palha de sorgo (médias dos gendtipos BR 304 e BR 601 e de duas avaliagdes) de

apenas 1,47 t.ha' e 1,14 t.ha™' foram necessarias, respectivamente, para reduzir as
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infestacbes BRAPL e SIDRH em 50% (Tabela 4.10). No entanto, quantidade de

palha de Avena strigosa Schreb. de 10 t.ha” ndo foi suficiente para impedir

totalmente o estabelecimento de plantas de BRAPL em soja (Theisen et al., 2000).

No segundo ano experimental (2000/2001) foram realizadas comparagdes
entre todos os gendtipos/espécies na auséncia ou presenca de 4 t.ha” de palha na
superficie do solo, considerando-se também a utilizacdo ou nido de herbicida
graminicida. As Tabelas 4.11. e 4.12. mostram os resumos das analises de variancia
das variaveis dependentes. Os valores significativos dos efeitos simples ou das
interacbes envolvendo o fator graminicida, relativos as variaveis BRAPL e total

(populagéo ou producédo de matéria seca) sdo esperados, em fungado de mortalidade

das plantas de BRAPL causada pela utilizacdo do herbicida, que contrasta com o

tratamento sem seu uso.

Tabela 4.11. Resumo da analise de variancia das caracteristicas populacdo de
Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida rhombifolia (SIDRH) e Bidens
sp. (BIDSS) aos 21 e 56 dias ap6s a movimentagédo da palha (DAM),
em funcdo dos fatores gendtipos de sorgo e milheto, uso de herbicida

graminicida e niveis de palha. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,
2000/2001.

BRAPL SIDRH BIDSS
(plantas.m™) (plantas.m) (plantas.m®)

Causas da variagao 21 DAM 56 DAM 21 DAM 56 DAM 21 DAM 56 DAM

Valores de F’

Genoétipos 1,28™% 1,06 "= 1,82™% 1,43™% 0,26 "> 0,58 "%
Graminicida 107,07** 100,36 ** 8,16* 0,0003"*  0,58™* 1,24™%
Genoétipos x 0,64 " 0,50 "* 0,12™% 0,50 "* 0,54 " 0,42"*
graminicida

Palha 115,60** 52,92** 100,47** 49,04** 7,57* 0,08 "*

Genoétipos x palha 1,16 ™% 0,88 ™* 0,06™* 0,19™ 1,13™% 0,36"*



Graminicida x palha 115,60 ** 52,92** 0,53 ™

Genotipos x 1,16 ™ 0,88 " 1,06 "

graminicida x palha

0,20 n.s.

0,63 n.s.

2,452

0,46 n.s.
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0,008 n.s.

0,85 n.s.

"> Nao significativo.

* Significativo a 5%.

** Significativo a 1%.

' Valores originais transformados para log (x+10)
% significativo a 13%.

Tabela 4.12. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas densidade total de
plantas daninhas, e matéria seca de Brachiaria plantaginea (BRAPL),
Bidens sp. (BIDSS), Sida rhombifolia (SIDRH) e total de plantas
daninhas, em fung&o dos fatores gendtipos de sorgo/milheto, uso de
herbicida graminicida e niveis de palha. UFRGS, Eldorado do Sul, RS,

2000/2001.
Densidade Total MS BRAPL MS BIDSS MS SIDRH MS Total
(plantas.m™) (g.m? (g.m? (g.m? (g.m?)
Causas da variagdo 21 DAM 56 DAM 56 DAM 56 DAM 56 DAM 56 DAM
Valores de F’

Gendtipos 0,45"* 0,71 0,63"* 0,48 1,70 1,85
Graminicida 22,05* 13,51* 55,95** 7,28 * 9,33 ** 3,75
Genétipos x 0,71  0,79™* 0,38 " 0,22 2,09* 0,73™*
graminicida
Palha 80,22**  69,24** 33,52** 0,01 18,09** 30,49**
Gendtipos x palha 1,992 1,51 1,94° 0,34 0,07™ 066"
Graminicida X 8,75** 8,96** 33,51 ** 2,54 412 * 0,01
palha
Genétipos x 0,20 0,58 " 1,94 "% 0,69 1,18 " 0,51
graminicida x
palha

" N3o significativo.

* Significativo a 5%.

** Significativo a 1%.

Valores originais transformados para log (x+10)
Significativo a 13%.

Significativo a 14%.

Significativo a 15%.

AW N -
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A eliminagado das plantas daninhas gramineas pela utilizagdo de graminicida
nao afetou a densidade de BIDSS, mas reduziu a populagao de plantas de SIDRH na
primeira avaliacado, aos 21 DAM (Tabela 4.13). Aos 56 DAM, nado se verificou este
efeito, provavelmente em fungcdo da mortalidade de plantas (auto-desbaste) que se

verifica sob populagdes elevadas (Radosevich et al., 1997). No entanto, a massa

Tabela 4.13. Densidades populacionais de Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida
rhombifolia (SIDRH) e Bidens sp. (BIDSS) aos 21 e 56 dias apds a
movimentagdo da palha (DAM), em resposta a presenga ou nao de
cobertura morta de sorgo/ milheto e de espécies daninhas gramineas.
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Densidade de plantas daninhas (plantas.m™)

BRAPL SIDRH BIDSS
gtI:r:?:ﬁ:?:a Com Sem Médias Com Sem Médias Com Sem Médias
palha palha palha palha palha palha
21 DAM
Sem 21B* 579A 300 14 195 104a a39B a9 A 115
Com - - - 6 96 59b a46A a59A 52
Médias - - 10B 145 A 43 76
56 DAM
Sem 22B 346 A 184 16 115 65" ] 1835 38 36"
Com - - - 19 104 61 44 45 44
Médias - - 18 B 109 A 39"° 41

* Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mintscula na coluna nao diferem
significativamente a 5% pelo teste DMS.
" Nao significativo.

seca.m? das plantas destas espécies daninhas foi superior na auséncia de
competicdo com gramineas, efeito observado apenas nos tratamentos sem cobertura

morta na superficie do solo (Tabela 4.14). Isto pode ser explicado pelas densidades
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populacionais superiores de plantas daninhas em estadios precoces nos tratamentos
sem cobertura morta e sem uso de herbicida graminicida (Tabela 4.13), em
comparacgao aos tratamentos com presenca de palha na superficie do solo.
A presencga apenas das raizes em decomposi¢ao, das cultivares de sorgo BR
601 e RS 11 e da cultivar de milheto Comum RS incrementou a populagdao de
plantas daninhas aos 21 DAM, em comparagao a testemunha sem as culturas
Tabela 4.14. Massa seca de Brachiaria plantaginea (BRAPL), Sida rhombifolia
(SIDRH) e Bidens sp. (BIDSS), determinada aos 56 dias apos a
movimentagdo de palha (DAM), em fungdo da presenga ou nao de

palha de sorgo/milheto na superficie do solo e de espécies daninhas
gramineas. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Massa seca de plantas daninhas (g.m?)

. BRAPL SIDRH BIDSS
Herbicida — -
graminicid Com Sem Com Sem Médias Com Sem Médias
a palha palha palha palha palha palha
Sem 23 B* 141 A a3A b10 A 6 a29 A b20 A 24
Com - - a4B a32A 18 ad40 A a59 A 49
Médias - - 3 21 34 39

* Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minascula na coluna nao diferem
significativamente a 5% pelo teste DMS.

(Tabela 4.15). Este efeito ndo foi observado aos 56 DAM. As populagbes médias
totais de plantas daninhas na testemunha sem a presenca de cobertura foram de
604 e 483 plantas.m™, respectivamente, aos 21 e 56 DAM; enquanto, na presenca
de raizes em decomposicdo, foram de 1217 e 745 plantas.m™, respectivamente, na
média dos gendtipos (Tabela 4.15). No experimento que testou o efeito de extratos
radiculares de natureza hidrofilica, descrito no Capitulo 2, verificou-se estimulacado do

crescimento da radicula e da parte aérea de plantulas de alface, mas nao se
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verificou incremento na germinacao final, nem houve aumento na velocidade de
germinacgao desta espécie (Capitulo 2).

A presenca de 4 t.ha' de palha de sorgo ou milheto na superficie do solo
reduziu a populagdo de SIDRH em 93% e 83%, respectivamente, aos 21 e 56
DAM, em relagao a auséncia de palha na superficie do solo (mas com presenca das

raizes das plantas) (Tabela 4.13). No tratamento em que ndo se utilizou herbicida

Tabela 4.15. Densidade total de plantas daninhas avaliada aos 21 e 56 dias apés a
movimentagdo de palha (DAM), em gendtipos de sorgo e milheto, na
auséncia de herbicida graminicida e de palha na superficie do solo (mas
na presenga de raizes em decomposi¢do), em comparagdo com
testemunha sem presencga de residuos da parte aérea e de raizes das
culturas. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Tratamentos Densidade total de plantas daninhas
(plantas.m™)

21 DAM 56 DAM
Sorgo BR 304 1078 ab' 631"
Sorgo BR 601 1098 a 694
Sorgo RS 11 1400 a 830
Milheto Comum RS 1293 a 824
Testemunha sem cultura 604 b 483
Valores de F (tratamentos) 3,80* 1,34 "
CV (%) 28,6 36,0

" Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente a 5% pelo teste
DMS.

"* Nao significativo.

* Significativo a 5%.

graminicida, a presenca de palha reduziu as densidades de BRAPL, em 96 e 94%,
respectivamente, aos 21 e 56 DAM, e de BIDSS em 59%, aos 21 DAM (Tabela 4.13).
Sem uso de herbicida graminicida, a populacao total de plantas daninhas foi reduzida
em 91 e 84%, respectivamente, aos 21 e 56 DAM, em relagdo a auséncia de palha

na superficie do solo. Com a utilizacdo de herbicida graminicida, as reducdes da
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populagao total foram de 72 e 60%, respectivamente, aos 21 e 56 DAM (Tabela
4.16).

Houve redugcdo média de 62% na massa seca total de plantas daninhas pelo
efeito da palha (Tabela 4.16), devido principalmente a redugéo de 84% da massa de
BRAPL, no tratamento sem uso de herbicida graminicida e de 87% da massa de
SIDRH, no tratamento com utilizacdo de graminicida (Tabela 4.14). Niveis de
controle de Galinsoga parviflora Pav. e de Richardia brasiliensis (Moq.), de 92 e
Tabela 4.16. Populagao e massa seca total de plantas daninhas avaliadas aos 21 e

56 dias apds a movimentagao da palha (DAM), em funcdo da presenca

ou nado de palha na superficie do solo e de espécies daninhas
gramineas. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Populagao total Massa seca total
(plantas.m™) (g.m?)
Herbicida Com palha Sem palha Com palha Sem palha
graminicida

21 DAM
Sem a 104 B* a1115A - -
Com a 57 A b 203B - -

56 DAM Média
Sem a 107 B A 682 A 78 213 b 46
Com a 81B b 201 A 50 116 a 83
Média 63 B 164 A

* Médias seguidas da mesma letra mailuscula na linha e minuscula na coluna nao diferem
significativamente a 5% pelo teste DMS.

83%, respectivamente, com cobertura morta de sorgo obtida pela densidade de
semeadura de 200.000 plantas.ha™, foram observados por Peixoto et al. (2000).

Nas duas datas de avaliag&o, nos tratamentos com cobertura de palha, houve
menor densidade total de plantas daninhas no gendtipo de sorgo BR 601 do que
em RS 11 (Tabela 4.17). Também, constatou-se, nos tratamentos com palha, menor
massa seca de BRAPL em BR 601 e BR 304, em relagdo a cultivar Comum de

milheto (Tabela 4.18). Por outro lado, ndo foram detectadas diferengas entre
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genotipos nos tratamentos sem cobertura de palha. A cultivar de sorgo BR 601
também reduziu com maior intensidade a populagao total de plantas daninhas nas
linhas de semeadura, em relagdo aos demais gendtipos de sorgo, na fase em que as
plantas da cultura estavam vivas, no experimento conduzido 2000/2001 (Tabela 4.3).
Estes resultados concordam, em parte, com os verificados no experimento com

extratos hidrofilicos (Capitulo 2). Na concentragdo mais discriminatéria de extratos

Tabela 4.17. Densidade total de plantas daninhas aos 21 e 56 dias apds a
movimentagdo da palha (DAM), em fungdo da presenga ou nao de
cobertura morta na superficie do solo e gendtipos/espécies de plantas
cultivadas. UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Genotipos/Espécies

Sorgo BR 304 Sorgo BR 601 Sorgo RS 11 Milheto
---------------- Densidade total de plantas daninhas (plantas.m?)---------======--
Palha Aos 21 DAM
Com b* 64 AB b 42B b131 A b 98 AB
Sem a506 A ab533 A a407 A a480 A
Aos 56 DAM
Com b 87 AB b 57B b134 A b 113 AB
Sem a362A a407 A a360 A a361A

* Médias seguidas da mesma letra maituscula na linha e minuscula na coluna dentro do fator
genotipos/espécies ou niveis de palha, ndo diferem significativamente a 5% pelo teste DMS.

Tabela 4.18. Massa seca de Brachiaria plantaginea (BRAPL) e Sida rhombifolia
(SIDRH), em fungao dos fatores gendtipos/espécies, presenga ou nao
de palha na superficie do solo e do uso de herbicida graminicida.
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2000/2001.

Genotipos/Espécies

BR 304 BR 601 RS 11 Milheto
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Palha Massa seca de BRAPL (g.m™)

Com b* 7B b 12B b 27 AB a 70A

Sem a167 A al123 A al143 A a133 A
Graminicida Massa seca de SIDRH (g.m™)

Com a 6 AB b 15B a 7AB a13A

Sem a6B a 19 AB a14 AB a22A

* Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minascula na coluna dentro do fator
genotipos/espécies ou herbicida graminicida, ndo diferem significativamente a 5% pelo teste
DMS.

hidrofilicos da parte aérea (1,17%), a cultivar de sorgo BR 601 foi mais toxica que
as demais. Porém, naquela condicéo, os extratos da parte aérea de milheto foram
mais toxicos do que os dos gendtipos de sorgo, ao contrario do que se verificou no
presente experimento.

Comparando efeitos de diferentes partes de plantas de sorgo em um
experimento em baldes, Hoffman et al. (1996) ndo observaram diferencas sobre a
emergéncia de Echinochloa crusgalli (L.) Beauv e Abutilon theophrasti Medik., mas
verificaram redugcao mais pronunciada no crescimento das raizes do que da parte
aérea das plantas. Os resultados apresentados no presente capitulo indicam
pequena probabilidade de exsudatos radiculares hidrofébicos de sorgo exercerem
efeito sobre a emergéncia e o desenvolvimento de plantas daninhas apds a
dessecacao das plantas de sorgo.

Sorgoleone, o principal componente dos extratos hidrofébicos de sorgo, é
liberado das raizes para o solo (Netzly et al., 1988), mas em fungao de sua baixa
mobilidade neste meio (Capitulo 4), é provavel que sua acgéo, caso exista alguma,

restrinja-se a regido proxima as raizes das plantas.
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A presenca de residuos da parte aérea das plantas das culturas foi mais
inibitéria a plantas daninhas do que a presenca de residuos de raizes. A parte aérea
das plantas pode mostrar maior atividade sobre plantas daninhas devido a efeitos
fisicos ou alelopaticos. A reducado na disponibilidade de radiacdo solar (Facelli &
Pickett, 1991; Vidal, 1995) e na amplitude térmica na camada superficial do solo
coberto com palha (Teasdale & Mohler, 1993; Vidal, 1995) podem resultar em
menores taxas de germinagdo e emergéncia de plantas daninhas. Além disso, é
necessario soma térmica minima para desencadear o processo germinativo de
espécies como BRAPL (Carollo et al.,1997).

Efeitos inibitorios sobre plantas daninhas foram mais pronunciados em alguns
gendtipos de sorgo. Como se trabalhou com quantidades de palha equivalentes entre
0os gendtipos, estas diferencas podem dever-se a variagdes qualitativas e
quantitativas na liberacdo de substancias pela parte aérea das plantas em
decomposi¢cdo. Residuos de sorgo em decomposi¢cdo liberam quantidades
expressivas de substancias hidrofilicas, em sua maioria acidos fendlicos, como
ferulico, vanilico, p-hidroxibenzoico, p-cumarico e siringico (Guenzi & McCalla, 1966,
Nicollier et al. 1983; Weston et al., 1999). As concentragdes totais de substancias
fendlicas em plantas de sorgo variam entre genétipos, com a parte da planta e com a

estacao de crescimento (Ben-Hammouda et al., 1995b).

4.4. CONCLUSOES

1. A producéo diferencial de extratos radiculares hidrofébicos em laboratério por

gendtipos de sorgo nédo se relaciona a densidade de plantas e ao desenvolvimento
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de Brachiaria plantaginea e Sida rhombifolia em condicao de campo, seja na fase
de plantas de sorgo em pé ou apds a sua dessecagao.

2. A densidade total de plantas daninhas nas linhas de semeadura relaciona-se
inversamente com a populacgao de plantas de sorgo cultivadas neste local, embora
ela ndo mostre efeito sobre a populacédo de plantas daninhas nas entrelinhas.

3. O incremento da cobertura do solo com palha de sorgo reduz linearmente as
infestacbes de B. plantaginea, S. rhombifolia e total de plantas daninhas.

4. A presenca de residuos da parte aérea de sorgo € mais importante na supressao

de plantas daninhas do que a presenca de residuos das raizes dessa cultura.
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5. CAPITULO IV - SORGAO DE SORGOLEONE NO SOLO E SUA

QUANTIFICAGAO EM SOLUGAO NUTRITIVA

5.1. INTRODUGAO

A liberacdo de um composto alelopatico no meio n&o garante,
necessariamente, sua eficiéncia biolégica. No solo, estes compostos estdo sujeitos
aos processos de retengdo, transporte e transformacdo, que determinam sua
disponibilidade. Para que um composto exerca acido alelopatica em condi¢cdes de
campo, ele deve estar presente na solugao do solo em concentragao adequada e por
tempo suficiente (Cheng, 1992; Waller et al., 1999).

Sorcéo € um termo geral que engloba os principais processos de retencéo de
substancias no solo: adsorcao, precipitacao e absor¢cao (Koskinen & Harper, 1990).
Enquanto a adsor¢céo trata da interacdo em escala bidimensional, a absorgao
envolve a interacdo com uma matriz tridimensional (Schwarzenbach et al., 1993). A

sorcdo € extremamente importante porque pode influenciar sobremaneira o
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comportamento e o impacto das substadncias no ambiente. Como este processo
controla a quantidade de substancias alelopaticas na solugao do solo, € determinante
de sua atividade bioldgica, persisténcia, mobilidade e volatilizagao.

O processo de sorgcdo € extremamente complexo, pois depende de
caracteristicas do solo, como conteudo e tipo de argilas e matéria organica, umidade
e forcas ibnicas. Também depende de caracteristicas fisico-quimicas das
substancias envolvidas, como natureza, acidez ou alcalinidade dos grupos
funcionais, tamanho e forma das moléculas, polaridade, carga e polarizabilidade
(McBride, 1994; Meurer et al.,, 2000). O processo de sor¢ao € dinamico, pois
moléculas sao continuamente transferidas da fase sdlida do solo para a solugao e
vice-versa, por isto, muitas vezes, o processo € chamado de sorcdo/dessorgcao. A
sorcao de compostos apolares relaciona-se predominantemente aos constituintes da
matéria organica do solo (Chiou et al., 1983; Schwarzenbach et al., 1993; McBride,
1994), embora também possa relacionar-se as superficies de materiais inorganicos
(Rogers et al., 1980; Murphy et al., 1990; Schwarzenbach et al., 1993).

A sorgao de substancias € comumente representada por isotermas de sorgéao,
que relacionam a quantidade de substancia sorvida (sorbato) a fase sélida
(sorvente), a sua concentracédo na solugéo. Os tipos mais comuns de isotermas sao
as dos tipos L, S, C e H. Na isoterma do tipo L, ha uma afinidade relativamente alta
entre sorbato e sorvente, que é reduzida a medida que os locais vao sendo
ocupados; na do tipo S, também denominada sor¢do cooperativa, em baixas
concentragdes ocorre baixa sorgéo, e ela aumenta a medida que se eleva o numero
de moléculas na superficie. No caso do tipo C, ha afinidade constante do sorbato

pelo sorvente e esse distribui-se na superficie do sorvente sem nenhuma ligagcéao
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especifica com este; ja, na isoterma do tipo H, o sorbato apresenta altissima
afinidade pelo sorvente, o que indica a presencga de ligagdes ibnicas ou covalentes
com coloides do solo (McBride, 1994; Meurer et al., 2000).

Devido a elevada hidrofobicidade de sorgoleone (Netzly & Butler, 1986),
supde-se que este composto apresente elevada sorgéo e baixa mobilidade no solo, o
que poderia reduzir sua acido alelopatica a campo. Em funcdo da caracteristica
hidrofébica deste composto, os trabalhos de adsor¢ao s6 podem ser conduzidos se
for adicionado outro solvente a agua, em propor¢ao que viabilize a solubilizagdo de
sorgoleone. Hipotetiza-se que, além da acao limitada pela retengdo no solo,
sorgoleone também possa estar presente em quantidades insuficientes na solugao
para gerar efeitos sobre plantas.

Sorgoleone € exsudado pelas raizes das plantas de sorgo (Netzly & Butler,
1986; Fate et al., 1990; Czarnota et al., 2001). A exsudacéao pelas raizes estabelece
um gradiente, com concentracédo decrescente a medida que aumenta a distancia das
raizes. Em meio de agar, em placas de petri, aos 14 dias de desenvolvimento das
plantulas, a concentracdo de sorgoleone variou de 10° M (0,36 ppm), junto as
raizes, até 107 M (0,036 ppm), na zona de 1 a 1,5 cm de afastamento (Fate et al.,
1990). A tentativa de determinar a concentragao de sorgoleone em um sistema onde
plantas de sorgo sdo cultivadas em solugao nutritiva, em esquema tipo “stair-step”,
revelou-se frustrada (Barbosa et al., 1998a).

A obtencdo de informagbdes sobre o destino de sorgoleone € um passo
importante para o conhecimento do comportamento desse composto no ambiente e
de seu potencial em inibir o desenvolvimento de plantas daninhas a campo. Por esta

razao este estudo foi conduzido com os objetivos de avaliar o comportamento sortivo
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de sorgoleone em Argissolo em dois sistemas de solventes e quantificar e
determinar o destino de sorgoleone produzido por plantas de sorgo em solugao

nutritiva.

5.2. MATERIAL E METODOS

Solubilizagao de sorgoleone

Em funcao de sorgoleone ser virtualmente insoluvel em agua (Netzly & Butler,
1986), inicialmente realizou-se a determinagcdo da proporgdo adequada de
metanol:adgua (MeOH:H,0) que viabilizasse sua solubilizagdo. Para determinar a
solubilizagdo de sorgoleone e para os experimentos que se seguiram, utilizou-se
MeOH 99% P.A. e agua deionizada. Quantidade de 1 mg de sorgoleone padrao,
purificado e identificado conforme descrito no Capitulo 1, e 25 ml de solugao, foram
testadas em proporcdes de 10:90, 17:83, 29:71, 40:60 e 60:40 v/v de MeOH:H.0.
Apos preparo dos diversos sistemas, estes permaneceram em repouso durante 12
horas, a temperatura ambiente. A verificagdo da solubilizacdo foi realizada
qualitativamente (visualmente), em que a completa solubilizagdo foi caracterizada
pela solugdo limpida e auséncia de precipitados ou micelas de sorgoleone junto as

paredes do recipiente.

Determinacao do coeficiente de particao de sorgoleone
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Estimou-se o coeficiente de particado octanol/agua, também conhecido apenas
como coeficiente de particao (kow) de sorgoleone, através de método que utiliza a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), segundo recomendacdes da
OECD (OECD, 1989).

O método baseou-se na injecdo, em HPLC, de substancias com k., conhecido
(Tabela 5.1) e do padrao de sorgoleone, o que permitiu determinar os tempos de
retencao (TR’s). Posteriormente, a relagdo entre log TR’s de substancias conhecidas
Tabela 5.1. Substancias utilizadas como referéncia para estimar o coeficiente de

particdo de sorgoleone, seus respectivos log kow's € comprimentos de
onda usados para sua detecgao em HPLC. UFRGS, Porto Alegre, RS,

2002.
Substancia Log kow Comprimento de onda
utilizado para deteccdo (nm)
Nitrobenzeno 1,9 260
Atrazina 2,6 225
Naftaleno 3,6 220
1,2,4-triclorobenzeno 4,2 225
DDT 6,2 225

e seus log kow's, foi ajustada por regressao linear. Este método permitiu estimar o
valor de ko, de sorgoleone.

Utilizou-se cromatografo Shimadzu LC-10AD, nas seguintes condigdes:
detector ultra-violeta (UV) a comprimentos de onda varidveis de acordo com a
substancia injetada, determinados através de varredura em espectrofotdmetro
(Tabela 5.1); coluna fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm) e ‘loop’ de injecdo com
capacidade de 50 pulL; temperatura do forno de 30°C; fase mével acetonitrila:agua
70:30 (v/v) em fluxo de 0,8 mL.min". Previamente a injecdo, as amostras foram

filtradas em membranas com didmetro de poros de 0,45 um.
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Sorgao de sorgoleone ao solo

A sorcao de sorgoleone foi avaliada em dois sistemas de solventes: solugao
de MeOH:H,0, na propor¢cao minima de MeOH que viabilizasse a solubilizacdo
(60:40 v/v), e metanol (MeOH). Através da utilizagdo de MeOH buscou-se verificar o
efeito que este solvente exerce sobre o processo de sorgcao de sorgoleone.

Para cada sistema de solvente, a sor¢ao foi conduzida agitando-se 500 mg de
solo com 10 mL de solucao contendo 0, 5, 10, 15, 25, 40 e 60 mg.L'1 de padrao de
sorgoleone, durante 24 horas. Esta mistura foi separada por centrifugagdo a 4000
rom por 30 min., retirando-se o sobrenadante com auxilio de uma pipeta do tipo
Pasteur. Utilizou-se solo do horizonte superficial (0-5 cm de profundidade) de um
solo Argissolo Vermelho Distréfico tipico (PVd) (Streck et al., 1999), manejado em
auséncia de preparo para cultivo por periodo superior a 5 anos consecutivos. A

Tabela 5.2. descreve as principais caracteristicas do solo utilizado.

Tabela 5.2. Composicdo quimica e textural do solo utilizado na sor¢cao de
sorgoleone. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

M.O." Argla pHH,O P K Al H+AI Ca Mg C.T.C?* SB’
(%) (%) —-(mg.dm™®)--- cmol.L” (%)
2,9 29 5,5 30 205 0,0 25 3,6 2,0 8,6 71

" Matéria organica.
2 Capacidade de troca de cations.
® Saturaco de bases.

A concentragdo de sorgoleone na solugdo de equilibrio (sobrenadante) foi
determinada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Utilizou-se o
mesmo equipamento e condigdes cromatograficas do item anterior (“Determinacéo
do coeficiente de particdo de sorgoleone”), com excegao do comprimento de onda e

fluxo da fase mével, que foram, respectivamente, 280 nm e 1,0 mL.min™.
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Foram utilizadas duas provas em branco: sorgoleone na concentragdo de 25
mg.L”", sem adigdo de solo, para verificar possivel degradagdo da substancia durante
o procedimento de sor¢gdo e com solo contendo somente os sistemas de solventes,
para confirmar a inexisténcia na solucdo de substancias organicas com pico
cromatografico com tempo de retencdo similar ao de sorgoleone. O trabalho

confirmou nao haver degradacgao significativa do composto durante o procedimento

de agitacédo e, também, a inexisténcia de composto com tempo de retengao similar
ao de sorgoleone. A diferenga entre a concentragdo inicial e a concentragdo de
equilibrio foi assumida ser a quantidade de sorgoleone sorvida ao solo.

Neste ensaio, utilizou-se delineamento completamente casualizado, com duas
repeticdes, arranjado em um fatorial 2 x 6 (sistemas de solvente x concentragdes de
equilibrio de sorgoleone na solugéo do solo). As quantidades de sorgoleone sorvidas
foram submetidas a analise de variancia, seguindo modelo fatorial. A relagdo entre a
quantidade sorvida e a concentracdo de equilibrio foi ajustada segundo os

My “onde: x/m é a

modelos linear (x/m = a + K4 Ce) e de Freudlich (x/m = K¢ Ce
quantidade de sorgoleone sorvida ao solo (mg.kg”'); Ce é a concentracdo de
sorgoleone em equilibrio na solucdo do solo (mg.L™); K; (coeficiente de adsorcédo de
Freulich) e n sdo constantes refletindo, respectivamente, a intensidade de sorgéo e o
grau de linearidade entre a quantidade sorvida e a concentragdo de equilibrio da
substancia na solugado do solo; os valores de Ky (coeficiente de particdo no solo) e

a’, no modelo linerar, sdo constantes que representam, respectivamente, a

intensidade de sorcdo e o valor do intercepto da equacao linear no eixo das
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ordenadas. O valor de K, (coeficiente de particido em relagdo ao carbono organico
do solo) foi definido pela equagéo: Ko (L.kg™")=(Ks/%C) x 100.

O modelo de ajuste mais adequado foi selecionado, comparando-se 0s
coeficientes de determinagao das curvas obtidas. Os valores de Ky, Koc € Kf foram

entdo comparados através do teste t.

Quantificagcdo e determinacao do destino de sorgoleone em solugao

nutritiva

Este experimento foi conduzido em ambiente de casa de vegetacéo, para
avaliar quali e quantitativamente a exsudagao de sorgoleone por raizes de plantas de
sorgo. Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados, com quatro repeticoes,
arranjados em um esquema fatorial, onde o fator A consistiu do numero de dias de
desenvolvimento das plantas em solugéo nutritiva (5 e 10 dias) e o fator B, o local de
deposigao dos exsudatos (solugéo nutritiva e paredes internas do recipiente).

Sementes do gendtipo BR 304 de sorgo foram acondicionadas em rolos de
papel filtro umedecidos com agua destilada, desenvolvidas por 3 dias em camara de
crescimento (BOD), a temperatura de 27 °C, até que as plantulas possuissem duas
folhas nao desenroladas. Trés destas plantulas foram colocadas em cada recipiente
de vidro, com capacidade para 150 mL de solugao nutritiva (Tabela 5.3), elaborada
segundo adaptacdo da técnica referida por Camargo & Oliveira (1981). Os
recipientes tiveram suas paredes recobertas com papel laminado, tampados com

isopor e aerados com um sistema circulador de ar. Aos 10 dias de desenvolvimento
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das plantas de sorgo em solugao nutritiva, as plantas foram coletadas para extragao
e quantificagdo gravimétrica dos extratos hidrofébicos, conforme descrito no item
“Quantificacéao de extratos radiculares hidrofébicos e determinagcdo da pureza de
sorgoleone”, (Capitulo 1). Apds a extracao, as raizes foram secadas em estufa, para
posterior determinagdo da massa seca de raizes. Aos 5 e 10 dias de
desenvolvimento em solucdo nutritiva foram analisadas as substancias presentes no
meio e nas paredes internas dos recipientes.

Tabela 5.3. Composicao da solugao nutritiva utilizada no experimento de exsudacgao
de sorgoleone. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2002.

Substancia Concentragao (mM)
Ca(NO3).24 H,O 4
MgS0O4.H0 2
KNO3 4
(NH4)SO4 0,43
KH2PO4 0,5
MI’]SO4.H20 0,02
CuS0,4.5H,0 0,0003
ZnSO4.7H20 0,0008
NaCl 0,03
Na;Mo04.2H,0 0,0001
H3BO3 0,01
FeSO4. 7H20 8,6
NaEDTA.2H,0 8,6

Adaptado de: Camargo & Oliveira (1981).

A recuperacao de sorgoleone da solugao nutritiva retirada dos recipientes foi
realizada através de extragao liquido-liquido. Neste procedimento, no interior de
uma pera de decantacgdo, foram adicionados 50 mL de diclorometano e 20 mL de
metanol a solugao nutritiva (150 mL). Apds agitagao vigorosa da mistura, aguardou-

se a decantagcdo e formacdo de duas fases de solventes (metanol:agua e
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diclorometano). A extracao liquido-liquido foi dificultada, em funcdo da formacéao de
micelas entre as duas fases (diclorometano e metanol:agua). As micelas formadas e
o diclorometano foram retirados da pera de decantagdo e estas fragdes foram
utilizadas para uma repeticdo do procedimento de extracao.

As paredes internas dos recipientes utilizados para cultivar as plantas de
sorgo foram cuidadosamente lavadas com 20 mL de diclorometano por unidade. Os
residuos de agua contidos nestas amostras foram retirados, passando-as em
colunas de sulfato de sodio, utilizando-se como eluente 20 mL de diclorometano. As
amostras contendo diclorometano, resultantes da extragao liquido-liquido (solugéo
nutritiva) e da lavagem das paredes internas dos recipientes, foram evaporadas em
evaporador rotatoério e, posteriormente, diluidas em metanol para injegdo em HPLC,
onde foram comparadas com o padrdao de sorgoleone. As concentragbes de
sorgoleone foram submetidas a analise de variancia pelo teste F e as médias dos
tratamentos foram comparadas entre si pelo teste da diferengca minima significativa
(DMS).

Através da analise da variancia, foram comparados os dados obtidos nesse
experimento, conduzido inicialmente em camara de crescimento e, posteriormente,
em solugao nutritiva, com os do experimento conduzido em camara de crescimento,

descrito no Capitulo 1 desta tese.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Solubilizagao de sorgoleone
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Das diferentes combinagcbes de MeOH:H,0 testadas (10:90; 17:83; 29:71;
40:60 e 60:40 v/v), apenas em 60:40 v/v houve formacado de uma solugao uniforme,
ap6s manutencao por 12 horas em temperatura ambiente (Tabela 5.4). A proporgao
de 60:40 (MeOH:H,0v/v), que viabilizou a solubilizagcdo de sorgoleone, foi utilizada

nos experimentos para determinar sua sorgao.

Tabela 5.4. Andlise qualitativa da solubilizagdo de sorgoleone em diferentes
combinagdes de metanol:agua (MeOH:H,0). UFRGS, Porto Alegre, RS,
2001.

Propor¢cdo MeOH:H,0
10:90 17:83 29:71 40:60 60:40

Solubilizagao de

sorgoleone N&o' Nao Nao Nao Sim

2

" N&o = auséncia de solubilizagdo completa.
2 Sim = formagao de solucdo uniforme. Resultados baseados na avaliagio visual da coloragéo e da
presencga ou n&o de sorgoleone precipitado ou em micelas na solugéo.

Determinacgao do coeficiente de particao de sorgoleone

Os valores dos tempos de retencdo (TR’s), determinados por cromatografia liquida, das
substancias utilizadas como referéncia para determinar o k,, de sorgoleone encontram-se na Tabela
5.5. A relagéo entre log TR e log kg, (conhecido) destas substancias, foi ajustada por regressao linear
(Figura 5.1). A partir da equagao de regressao, estimou-se o log k., de sorgoleone em 6,1 (koyw =
1258925). Este valor situa-se muito préximo ao log k,, do inseticida DDT (2,2-bis(p-chlorophenyl)-
1,1,1,-trichloroethane), que é de 6,2 (OECD, 1989), e é considerado muito alto. Isso indica elevada

hidrofobicidade de sorgoleone.
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Tabela 5.5. Tempos de retencdo em HPLC das substancias utilizadas como
referéncias para determinacdo de k., de sorgoleone. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

Substancias Tempo de retengao (min.)
Nitrobenzeno 2,53
Atrazine 2,71
Naftaleno 3,77
1,2,4-triclorobenzeno 5,52
DDT 10,31
Sorgoleone 10,04

Sorgao de sorgoleone ao solo
Os sistemas de solventes utilizados (MeOH:H,0 60:40 viv e MeOH)
influenciaram diferentemente a sor¢géo de sorgoleone (Tabela 5.6). A relagao entre as

concentragbes de equilibrio de sorgoleone na solugdo e as quantidades
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Figura 5.1. Relacdo entre os tempos de retencdo (TR’s) das substancias utilizadas
como referéncia para estimagdo do k., de sorgoleone, e de seus
respectivos coeficientes de particdo. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tabela 5.6. Resumo da analise de variancia para sor¢ao de sorgoleone em solo
Argissolo Vermelho Distréfico tipico. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2002.
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Causas de variagao G.L. F Prob. > F
Sistema de solvente 1 0,010 0,919
Concentragao (sistemas de solvente) 12 856,71 0,00001
Concentragao de sorgoleone (MeOH:H,0) 6 930,88 0,00001
Concentragao de sorgoleone (MeOH) 6 782,53 0,00001
Residuo 14

CV (%) 4,40

CV = coeficiente de variagao;

Prob. = probabilidade;
GL = graus de liberdade.

sorvidas foram ajustadas pelos modelos linear e de Freudlich (Tabela 5.7).

Comparou-se a adequabilidade

dos modelos utilizados, tendo como base os

coeficientes de correlagao (Tabela 5.7). O modelo de Freudlich ajustou um pouco

melhor a relagao entre as concentragdes de equilibrio e as quantidades sorvidas em

MeOH do que o modelo linear. No entanto, quando o sistema de solventes foi

MeOH:H,0, ambos os modelos ajustaram igualmente tal relacéo (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Coeficientes de particao ao solo (Kd), de particdo em relagdo ao teor de
carbono orgénico (Koc), de Freudlich (Kf e 1/n) e de correlagéo (r), na
sor¢ao de sorgoleone em Argissolo Vermelho Distrofico Tipico em dois
sistemas de solventes. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001/2002.

Sistema de Kd Koc Kf 1/n Coeficientes de

solvente correlagéo (r)
(L.kg™) Linear Freudlich

MeOH:H,0 37,01a’ 2130 a 314 b 1,05 a 0,99 0,99

MeOH 26,7 b 1410 b 124,3 a 0,55b 0,94 0,98

Valor de t 3,20* 3,20* 4926*  7,69°

calculado

T Comparacdes na coluna efetuadas pelo teste t.
* Significativo a 5%.
** Significativo a 1%.
2 Significativo a 8%.
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O valor superior de Kf no sistema que utilizou somente MeOH como solvente
(Tabela 5.7), indica maior afinidade de sorgoleone ao solo neste meio mais
hidrofébico, quando comparado a MeOH:H,0. O valor de 1/n do sistema MeOH
(Tabela 5.7) foi significativamente menor do que 1 (t = 29,27*, P<0,05), o que
caracteriza uma isoterma do tipo “L” (convexa) (Figura 5.2). Isoterma do tipo “L”
indica afinidade relativamente alta entre sorbato e sorvente, que é reduzida a
medida que os locais de sor¢ao vao sendo ocupados pelo sorbato (McBride, 1994).

Em contrapartida, no sistema MeOH:H,O (Tabela 5.7), o parametro 1/n nao
diferiu significativamente de 1 (t=0,97, P>0,50), o que ¢ indicativo de isoterma do tipo
“C” (Figura 5.2). A isoterma do tipo “C” indica afinidade relativamente constante
entre sorbato e sorvente e é tipica do fendmeno de particdo, onde ndo ocorre

nenhuma ligagao especifica entre as espécies envolvidas (McBride, 1994).
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Figura 5.2. Relagdo entre quantidades adsorvidas e concentragdo de equilibrio de
sorgoleone nos sistemas de solventes compostos por * MeOH:H»0 (y
= 31,76 x"%°) e m MeOH (y = 124,19 x**°). UFRGS, Porto Alegre (RS),
2001. A barra vertical representa a diferenga minima significativa (teste
DMS) a 5%.

O fato do meio mais hidrofébico (MeOH) proporcionar sorgédo mais elevada em
concentragbes mais baixas de sorgoleone relativamente ao meio mais hidrofilico
(MeOH:H20), segundo os valores de Kf, sugere que o metanol exerce efeito
semelhante ao provocado pela adicdo de acidos monocarboxilicos ao meio
contendo matéria organica, como foi observado por Piccolo et al. (1999). A adigao
de acidos monocarboxilicos rompe ligagées hidrofobicas fracas (forgas de van der
Waals), caracteristicas dos componentes apolares da matéria orgéanica, favorecendo
a formacédo de ligagdes mais fortes, como pontes de hidrogénio, tendo, como
consequéncia, o rearranjo das moléculas humicas em agregados de tamanho menor
(Piccolo et al., 1999). No presente estudo, as mudangas conformacionais na
estrutura da matéria organica, devidas a adigdo de metanol ao meio, poderiam estar
favorecendo a sor¢ao de sorgoleone.

Os valores de Kd para MeOH:H,0 e MeOH foram, respectivamente, 37,06 e
24,55 L.kg'1 (Tabela 5.7). Como a sorgdo de compostos apolares relaciona-se
predominantemente a fragdo organica do solo (Chiou et al., 1983; Schwarzenbach et
al., 1993; McBride, 1994), este fenbmeno é mais adequadamente estimado pelos
valores de K,. Os valores de K, dos sistemas MeOH:H,0 e MeOH foram,
respectivamente, de 2130 e 1411 L.kg” (Tabela 5.7). Isto significa que adigdo de

agua ao sistema, o que o aproxima a situacéo real de campo, leva ao aumento de

50% na sorcao de sorgoleone. Estes valores estdo proximos do limite estabelecido
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por McBride (1994), que estimou que valores de K,; maiores do que 1720 sao
indicativos de forte sor¢dao e imobilidade de compostos no solo. Portanto, os
coeficientes de sor¢cao de sorgoleone ao solo Argissolo Vermelho, nos sistemas de
solventes testados neste trabalho, permitem caracteriza-lo como altamente sorvido e,

portanto, de baixa mobilidade no solo.

Nao foram encontrados na literatura outros trabalhos tratando da sorgéo de sorgoleone, mas
foi possivel comparar os dados obtidos, com os de substancias de natureza apolar. Os valores de K,
de compostos ndo polares estao fortemente correlacionados aos seus valores de K, (Shea, 1989;
McBride, 1994). Para efeitos comparativos, € importante citar conjuntamente aos valores de K,, os de
Kow- Em experimento conduzido para verificar a sor¢ao de acetochlor (K., = 300), herbicida com
caracteristica neutra, na camada de 0 a 10 cm de um Argissolo Vermelho Distréfico tipico, proveniente
de area adjacente a do presente experimento, foi obtido valor de 88 L.kg'1 para K. (Ferri, 2001).
Valores de K, entre 92 e 100 foram obtidos para sorgéo de benzeno (K, = 134,9) a solos com, 31 e
34% de argila, respectivamente (Rogers et al., 1980). As sor¢des de 1,2,4-triclorobenzeno (K, =
10741) e de 2,2,4-pentaclorobenzeno (K, = 416869) a um solo com 21% de argila, revelaram valores
de K, de 291 e 13914, respectivamente (Chiou et al., 1983).

Esperava-se obtencdo de valores para k,. de sorgoleone (1410 a 2130) (Tabela 5.7) mais
elevados, em fungéo do elevado coeficiente de particdo estimado para este composto (log Koy = 6,1).
Karickoff (1981) apud Shea (1989) estabeleceu para um grupo de hidrocarbonetos policiclicos
(compostos ndo ionizaveis) uma relagao linear (r2 = 0,997) entre log K, € log K,y (log Ko = 0,989 log
Kow — 0,346). Estimando-se valor de K, de sorgoleone através desta equagéo, encontrar-se-ia valor
de 486.295, muito acima do valor determinado pelo método de agitacdo das amostras de solo (Tabela
5.7). Isto talvez se deva ao fato de que, embora sorgoleone apresente em sua estrutura uma “cauda”
apolar, a porgdo quindnica da molécula (“cabecga”) apresenta capacidade para se ionizar. E provavel
que a molécula, em sua forma ionizada, sofra menor sor¢do do que sua forma protonada. Aliado a
isso, vale lembrar que, a medida que se adicionou 40% de agua ao sistema de solventes, aumentou-

se 0 K, de sorgoleone (Tabela 5.7), como referido antes. Assim, especula-se que, caso fosse
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possivel medir a sor¢cado de sorgoleone utilizando-se apenas agua, o K,. esperado seria muito superior

ao realmente obtido.

Quantificagao e destino de sorgoleone em solugao nutritiva

As analises cromatograficas detectaram concentracdo de sorgoleone trés
ordens de magnitude superior nas raizes, comparativamente as concentragées nas
paredes internas dos recipientes onde se encontrava a solugéo nutritiva (Tabela 5.8).
Nao foi detectado sorgoleone na solugédo nutritiva. Trabalhando com um sistema
“stair-step” e utilizando resina do tipo XAD-4 para concentrar sorgoleone, Barbosa et
al. (1998a) também n&o lograram éxito em detectar esta substancia em solugéo
nutritiva. O carater fortemente hidrofobico de sorgoleone (Netzly & Butler, 1986),
provavelmente provoque sua migragdo do meio aquoso para as paredes do
recipiente, onde fica adsorvido.
Tabela 5.8. Concentragbes de sorgoleone em resposta a periodos de

desenvolvimento das plantas de sorgo e local de coleta, em
experimento em solugao nutritiva. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2002.

Periodo de desenvolvi- Concentracdo de sorgoleone (ppb)’
mento em solugao nutri- Solugao Parede do Raizes
tiva (dias) recipiente
5 0,0 0,52 n.s.2 3
10 0,0 0,34 363
Teste F (Tratamentos) 0,05
Probabilidade > F 0,84
DMS (5%) 0,45
CV (%) 3,34

T Valores relativos a 150 ml de soluc&o nutritiva.

Valores transformados por log (x+10).
N&o determinado.

" Comparagéo na coluna n&o significativa ao nivel de 5% pelo teste DMS. Médias entre colunas n&o
comparadas.
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Aos 14 dias de desenvolvimento de plantulas de sorgo em agar preparado
com agua, Fate et al. (1990) observaram variacdo nas concentragdes de sorgoleone
de 10° M (0,36 ppm), junto as raizes, até 107 M (0,036 ppm), na zona de 1 a 1,5
cm de distancia delas. No presente experimento, foram detectadas concentragdes
muito mais baixas de sorgoleone (0,5 e 0,34 ppb, respectivamente, aos 5 e 10 dias)
(Tabela 5.8). O calculo da concentragao foi baseado no volume total de solugao
nutritiva em cada recipiente (150 ml), enquanto Fate et al. (1990) determinaram a
concentragdo em secgdes de agar. Assim sendo, as diferengas em concentragdes
entre os dois trabalhos podem ser parcialmente devidas as diferencas no volume
total de solvente analisado.

Duas explicagbes podem ser dadas para as grandes diferengas de
concentragdo de sorgoleone reveladas entre os tecidos das raizes e o meio de
desenvolvimento das plantas em solugao: primeiramente, sorgoleone poderia se
acumular nos tecidos das raizes e apenas uma pequena por¢ao produzida pelas
plantas seria exsudada; alternativamente, sorgoleone poderia ser produzido e
exsudado ativamente para o meio, como acreditam Czanorta et al. (2001), mas seria
gradativamente degradado apds sua liberacdo em meio aquoso (Fate et al., 1990).
Esta ultima explicacdo suportaria também o fato de ndo terem sido constatadas
variagdes significativas nas concentragdes de sorgoleone entre os periodos de
desenvolvimento das plantas em solugao nutritiva (Tabela 5.8).

E possivel comparar os dados obtidos no presente experimento, que foi
conduzido inicialmente em camara de crescimento e, posteriormente, em solugéo
nutritiva, com os do experimento conduzido em camara de crescimento, descrito no

Capitulo 1. A concentragao de sorgoleone no tecido, em plantulas com 5 dias de
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desenvolvimento, em camara de crescimento, foi muito superior em relacdo a

concentracdo no tecido de plantulas apés 3 e 10 dias de desenvolvimento,

respectivamente, em camara de crescimento e solugao nutritiva (Tabela 5.9). Com o

decorrer do tempo, as raizes mais velhas perdem sua funcionalidade, reduzindo sua

capacidade metabdlica de absor¢cao de nutrientes. A atividade metabdlica reduzida

em raizes mais velhas pode significar, também, diminuicdo na producédo de

compostos do metabolismo secundario das plantas, como sorgoleone. Isto pode

indicar que esta substancia mostre maior importancia em estadios precoces de

desenvolvimento das plantas de sorgo, quando elas estdo definindo seu nicho

Tabela 5.9. Concentragdes de sorgoleone nos tecidos das raizes, aos 5 e 13 dias
apos a semeadura do gendtipo de sorgo BR 304. UFRGS, Porto Alegre,

RS, 1999 e 2002.

Local e periodo de Massa seca total  Concentracdo (mg.g™' massa
desenvolvimento de raizes seca de raizes)
(mg)
Camara de crescimento 504° 7,18 a>°
(5 dias) "
Camara de crescimento e 345* 0,18 b
solucdo nutritiva (3+10 dias)?
Teste F (Tratamentos) 58,41
Probabilidade > F 0,0012
CV (%) 28,72

" Experimento descrito no Capitulo 1.

2 Experimento descrito no presente capitulo.

* Provenientes de 200 radiculas.

“ Provenientes de raizes de trés plantas.

® Valores corrigidos em fungio da pureza em relagdo ao padrio (71,4%).

® Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% pelo teste DMS.

ecolégico (Radosevich et al.,, 1997). Além disso, a baixa mobilidade

desta

substancia no solo, determinada pelos valores de K. (Tabela 5.7), indica que sua

acgao deve restringir-se a regiao da rizosfera.
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5.4. CONCLUSOES

1. Sorgoleone é composto altamente hidrofébico, com log Koy = 6,1.

2. Os sistemas de solventes testados demonstram que sorgoleone apresenta
elevada sorg¢ao ao solo.

3. A afinidade de sorgoleone ao solo é 50% maior no sistema de solventes
composto por 60% MeOH : 40% H»0, em relagédo ao sistema com 100% MeOH.

4. Em plantas de sorgo crescendo em solugdo nutritiva, apenas um milésimo do
Sorgoleone contido nas raizes é detectado no ambiente externo a elas e o
sorgoleone exsudado das raizes ndo esta disponivel na solugao, ficando retido

nas paredes do frasco.
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6. DISCUSSAO GERAL

A abordagem utilizada no presente trabalho pressupés atividade alelopatica diferencial entre
genotipos de sorgo com produgéo de diferentes quantidades de sorgoleone. Por isto, realizou-se uma
modificagdo na ordem do postulado de Koch, adaptado por Fuerst & Putnam (1983). Realizou-se,
inicialmente, a separagédo e identificagdo de sorgoleone e sua quantificagdo em gendtipos de sorgo
(Capitulo 1), para, posteriormente, identificar e quantificar sintomas em laboratério, a partir de extratos
hidrofébicos e hidrofilicos (Capitulo 2) e, também, testar o potencial alelopatico em experimentos a
campo (Capitulo 3). Na ultima etapa (Capitulo 4), novamente foram utilizados trabalhos em laboratério
e em casa de vegetagdo para investigar aspectos do comportamento da substéncia sorgoleone no
ambiente.

Até a concepgéo inicial deste trabalho, ndo havia consenso na literatura consultada a respeito
da variabilidade na produgado de extratos hidrofébicos contendo predominantemente sorgoleone, em
genotipos de sorgo do Brasil. No entanto, ja fora relatado variabilidade na producgao total de
sorgoleone e na sua concentragado em radiculas de genétipos de sorgo dos Estados Unidos (Nimbal et
al., 1996).

A deteccao de elevada variabilidade na produgéo total de sorgoleone e na sua concentragéo
em tecidos de radiculas em 41 genotipos de sorgo brasileiros (p. 27 e 28) possibilitou a escolha de
alguns destes gendtipos com produgdo contrastante de sorgoleone para se avaliar seu potencial
alelopatico em trabalhos em laboratério e a campo.

O fato de extratos hidrofébicos contendo sorgoleone serem toxicos ao crescimento das raizes
e da parte aérea de plantas de alface e Bidens sp. (p. 39 a 42) indica que estas duas espécies
poderiam ser utilizadas como plantas-teste em ensaios com sorgoleone. A dose necessaria para
produzir 50% de inibicdo do crescimento (Iso) de Bidens sp. foi inferior a de alface, o que indica maior

sensibilidade da primeira espécie a agao téxica do composto (p. 39 a 43).

Critérios bem definidos devem guiar a selegao de espécies como plantas alvo,

em testes de alelopatia. A utilizacdo de espécies cultivadas pode facilitar a condugao
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dos ensaios, ja que, muitas vezes, sementes de espécies daninhas necessitam
interrupcao prévia de sua dorméncia para serem utilizadas. Além disso, os resultados
de ensaios conduzidos diretamente com sementes de espécies daninhas sao mais
variaveis do que os conduzidos com espécies cultivadas, pela maior diversidade
genética que apresentam (Ollofsdotter, 2001a). No entanto, para que ndo haja
simplificacdo dos resultados, € necessario que os efeitos sobre espécies cultivadas
apresentem correlacdes positivas com os efeitos sobre espécies de real interesse

(Ebana et al., 2001; Ollofsdotter & Mallik, 2001).

A simplicidade relativa de estudos com extratos de plantas faz com que sejam amplamente
utilizados na investigacdo de alelopatia. Embora a avaliagcdo da toxicidade dos extratos represente
apenas o potencial alelopatico, algumas vezes s&o obtidos resultados satisfatorios através deste
método de selegdo de gendtipos. Por exemplo, a investigacao do efeito supressivo de dez cultivares
de arroz identificou toxicidade superior dos extratos das folhas de gendtipos que tinham sido
previamente considerados como alelopaticos (Ebana et al., 2001).

A avaliagdo dos efeitos de extratos hidrofilicos de gendtipos de sorgo e milheto sobre a
germinagao e desenvolvimento inicial de alface indicou maior toxicidade dos extratos oriundos da
parte aérea daquelas espécies, em relagao aos extratos obtidos das raizes (p. 46, 48, 51 e 52).
Extratos da parte aérea do gendtipo de sorgo BR 601 foram mais toxicos, em relagdo aos demais
genotipos de sorgo, na concentracdo mais discriminatéria, de 1,17% p/v (p. 46, 48 e 52).

O método de isolamento assistido por bioensaio € uma das alternativas que se dispde para
isolamento e identificacdo de composto ativo ndo conhecido (Rimando et al., 2001; Duke et al., 2002),
como no caso dos extratos hidrofilicos no presente experimento. Esta metodologia permite a
realizagdo de sucessivos fracionamentos, seguidos de testes biologicos, até que o(s) composto(s)
puro(s) seja(m) obtido(s). Desta forma, a utilizagao do isolamento assistido por bioensaio cumpre duas
etapas da comprovacdo de alelopatia, conforme foi proposta por Fuerst & Putnam (1983), quais

sejam: isolamento da substéncia e comprovacgéo de sua atividade bioldgica.
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Em caso de prosseguimento do presente trabalho com extratos hidrofilicos, o método do
isolamento assistido por bioensaios poderia ser uma ferramenta valiosa no isolamento e deteccdo
da(s) substancia(s) com maior potencial alelopatico. Estrategicamente, no entanto, seria adequado
avaliar um numero maior de gendtipos, para que se pudesse explorar melhor a variabilidade genética
existente entre eles.

Entre as vantagens que podem ser obtidas com a identificacdo do composto responsavel pela
fitotoxicidade, esta a geragédo de cultivares mais alelopaticas, através do melhoramento tradicional.
Até recentemente, contudo, grandes esforgos foram empreendidos para identificar genoétipos com
capacidade superior de producdo de substancias alelopaticas, sem resultar em langamento de

cultivares com caracteriticas alelopaticas superiores (Ollofsdotter & Mallik, 2001).

A identificacdo de substancias alelopaticas também ¢é importante para
entender os mecanismos envolvidos na alelopatia e para uso como marcadores na
identificacdo de genes (Ollofsdotter, 2001a), que poderiam ser transferidos para
outras plantas. Tais cultivares, transgénicas ou n&o, poderiam ser utilizadas em
estratégias de manejo de plantas daninhas, visando diminuir a dependéncia de

herbicidas (Rimando et al., 2001).

A descoberta de novas moléculas de substancias isoladas de plantas e de outros organismos
representa nova alternativa para controle de plantas daninhas e de seletividade para espécies
cultivadas, sendo uma das formas mais promissoras para identificacdo de novos mecanismos de agéo
de herbicidas (Devine et al., 1993; Duke et al., 2002). A descoberta de novos locais de agédo de
herbicidas é cada vez maior, em funcdo da necessidade de prevengdo e combate a evolugdo da
resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas.

Estudos conduzidos em laboratério sdo importantes para se compreender diferentes etapas
do processo alelopatico, de forma isolada, o que auxilia no entendimento total do fenédmeno. No
entanto, o campo é o melhor local para investigar se estas etapas atuam em conjunto para

desencadear alelopatia (Foy & Inderjit, 2001; Inderjit & Weston, 2001).
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Nos experimentos a campo nesse trabalho (Capitulo 3) foram avaliados os efeitos alelopéticos
de plantas de sorgo e milheto, antes e apds a sua dessecacdo com herbicidas, em duas estacdes de
crescimento. A hipdtese de que gendtipos mostrando maior produgcdo de extratos contendo
sorgoleone em laboratério deveriam ser aqueles com maior atividade alelopatica a campo néo foi
comprovada pois, em apenas uma situagao, em que foram comparados os gendétipos de sorgo BR 601
e BR 304, houve menor densidade total de plantas daninhas em BR 304 (Tabela 4.9, p. 73). Além
disso, em 2000/2001, os residuos das raizes de alguns genoétipos de sorgo e do gendtipo de milheto
foram estimulatérios a emergéncia de plantas daninhas, comparativamente a testemunha sem
presenca daquelas espécies cultivadas (Tabela 4.15, p. 79).

As demais situagbes experimentais a campo, em que houve diferengas de potencial
alelopatico entre gendtipos, ocorreram em 2000/2001. Nestas situagdes, antes (Tabela 4.3, p. 65) ou
apos a dessecacao das culturas (Tabelas 4.17 e 4.18, p. 81), a cultivar de sorgo BR 601 compds o
grupo com maior potencial alelopatico. Esta informag&o esta de acordo, em parte, com os resultados
obtidos no experimento com extratos hidrofilicos, em que, na concentragdo mais discriminatéria dos
extratos da parte aérea (1,17%), a cultivar BR 601 causou maior inibicdo a germinabilidade (p. 46),
velocidade de germinagéo (p. 48) e comprimento da parte aérea (p. 52) de alface, em relacéo aos
demais gendtipos de sorgo. Portanto, ha indicios de que compostos hidrofilicos liberados pela parte
aérea de plantas de sorgo sejam responsaveis, ao menos em parte, pela reducédo diferencial da
populacdo de plantas daninhas a campo. Considerando-se que na fase apds dessecagdo comparou-
se genodtipos com niveis de palha semelhantes, é pouco provavel que as diferengas entre gendtipos
decorram exclusivamente de efeitos fisicos gerados pela presenca da palha na superficie do solo.
Contudo, os efeitos totais da presenga da palha na superficie devem resultar do somatério dos efeitos
fisicos e alelopaticos. Tanto em 1999/2000 como em 2000/2001, observou-se que a elevagao do nivel
de palha na superficie do solo resultou na maximizagao destes efeitos.

Os fatos de que muitos compostos fendlicos derivados de sorgo sédo potencialmente
alelopaticos, especialmente os acidos p-cumarico (Guenzi & McCalla, 1966) e vanilico (Ben-

Hammouda et al., 1995b), e de que a variagéo e o limite de produgdo de compostos fendlicos totais
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sdo maiores na parte aérea desta espécie do que nas raizes (Séne et al., 2001), podem respaldar as
diferencgas inibitorias entre estas partes, observadas no presente trabalho.

Para testar o envolvimento de compostos fendlicos em alelopatia, seria necessario testar sua
persisténcia e sua concentragdo no solo (Inderjit et al., 1999). Embora as concentragdes destes
compostos no solo sejam, freqlientemente, inferiores as necessarias para produzir efeitos
comparaveis a bioensaios em condi¢des controladas (Dalton, 1999), os compostos podem interagir
sinergicamente (Einhellig, 1996). Além disso, as amostragens de solo normalmente ndo consideram a
distribuicdo destas substancias em gradientes, ao redor de fragmentos de material vegetal em
decomposigao (Dalton, 1999).

A maior toxicidade de extratos hidrofilicos da parte aérea da cultivar de milheto Comum RS (p.
46, 48 e 52), exercida em laboratério, em relacdo aos gendtipos de sorgo, ndo se refletiu em
capacidade alelopatica superior em nivel de campo (p. 64, 65, 80 e 81). Diferencas de sensibilidade
entre as plantas-alvo testadas a campo (BRAPL, SIDRH e BIDSS) e em laboratério (alface), embora
nao avaliadas, talvez expliguem as diferencas de comportamento observadas entre as duas
condicdes. Também, para que as substancias alelopaticas exergam agdo sobre as plantas-alvo,
diferentes etapas devem ser cumpridas. Os compostos devem ser liberados das plantas doadoras em
taxas adequadas, apresentar concentragcbes suficientes na solugdo do solo, ser absorvidos e
translocados e agir sobre algum mecanismo bioquimico relevante, que resultara em inibicao
comprometedora a planta. Assim, ndo ha garantias de que substancias potencialmente alelopéticas,
presentes em extratos hidrofilicos da parte aérea de milheto, atendam a todas estas etapas de modo a
exercer agao fitotdxica superior em nivel de campo.

O custo metabdlico para produgédo de compostos do metabolismo secundario € relativamente
grande, comparado ao custo para produzir compostos do metabolismo primario (Gershenzon, 1994).
Caso a produgéo do metabdlito secundario n&o resulte em beneficio para o organismo produtor mas,
por outro lado, onere outras fungdes, o processo de selegdo natural se encarregaria da elimina-lo do
organismo (Duke et al., 2000). Seguindo esta linha de raciocinio, &€ provavel que sorgoleone
desempenhe algum beneficio ecolégico para as plantas de sorgo. No trabalho desenvolvido a campo,

houve menor infestagéo total de plantas daninhas nas linhas de semeadura nos gendtipos com maior
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populacéo de plantas de sorgo nas linhas (p. 65 e 66). Em fun¢do da elevada sor¢céo de sorgoleone
no solo (Capitulo 4), é provavel que a agao desta substancia restrinja-se a regido da rizosfera das
plantas e, portanto, quanto maior for a populagao de plantas de sorgo maior sera a probabilidade de
inibir plantas daninhas. A aproximagao espacial entre a planta produtora do composto alelopatico e a
planta-alvo otimizaria o aproveitamento das substancias alelopaticas antes que estas fossem
inativadas no solo. Trabalhos desenvolvidos com cultivares alelopaticas de arroz indicam que os
efeitos alelopaticos aumentam com o incremento da densidade de plantas cultivadas e diminuem com
o aumento da densidade de plantas daninhas (Ollofsdotter, 2001b).

A elevada hidrofobicidade de sorgoleone (log kow = 6,1) (p. 95) sugere que este composto
permaneca adsorvido as estruturas lipofilicas da planta (membranas), o que impediria sua
translocacdo, a exemplo dos herbicidas inibidores da polimerizacao da tubulina (Vidal, 2002).
Sorgoleone poderia atuar, portanto, sobre plantulas recém germinadas, agindo como um inibidor da
respiragao mitocondrial, conforme foi sugerido por Rasmussen et al. (1992).

Sorgoleone é produzido em pélos radiculares, sendo depositado entre a plasmalema e a
parede celular, embora o exato local de produgéo e os mecanismos de transporte dentro da célula nao
estejam bem elucidados (Czarnota et al., 2001). Este composto é, entdo, exsudado pelas raizes de
sorgo, embora ndo se saiba exatamente a que taxas. Demonstrou-se que a quantidade de sorgoleone
acumulada nos tecidos das raizes é trés ordens de magnitude maior do que a encontrada no meio
externo as raizes (p. 101). Este fato talvez explique-se pela degradagdo (ndo medida) desta
substancia quando em solugdo, como sugerem Fate et al. (1990). No entanto, a investigagdo da
persisténcia de sorgoleone, conduzida artificialmente através da incubagédo da substancia em solo,
demonstrou que cerca de 35% do sorgoleone adicionado permaneceu no solo apds 7 dias (Czarnota
et al., 2001). No entanto, como se desconhecem as taxas reais exsudadas pelas plantas, € impossivel
precisar se sorgoleone estaria presente em concentragéo significativa na solu¢cdo do solo de modo a

causar toxicidade a plantas daninhas.

Caso as taxas de sorgoleone exsudadas pelas raizes sejam suficientes para
causar inibicdo, a continua reposicao do composto pelas mesmas poderia manter

sua atividade fitotoxica no solo. As quantidades de sorgoleone extraidas dos tecidos
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das radiculas de diferentes genotipos de sorgo (Capitulo 1) podem néao se relacionar
as quantidades efetivamente exsudadas pelos diferentes gendtipos. Isto explicaria a
falta de associacdo entre a produgdo de sorgoleone em laboratério (p. 28) e a
infestacado de plantas daninhas a campo nas linhas de semeadura, para os genétipos
de sorgo testados (p. 65). E possivel que taxas insuficientes de exsudagdo de
sorgoleone pelas raizes, aliadas a elevada sor¢éo de sorgoleone ao solo (Capitulo
4), limitem significativamente sua agdo a campo. Este processo também impediria o
estabelecimento de relagdo entre producdo de sorgoleone em laboratério e
infestacdo de plantas daninhas a campo. Assim sendo, outras substancias,
provavelmente de natureza hidrofilica, liberadas pela parte aérea das plantas de
sorgo, poderiam exercer o efeito fitotoxico a plantas daninhas nas linhas de

semeadura de sorgo.

Constatou-se menor concentragdo de sorgoleone nos tecidos de raizes a medida que estas
ficaram mais velhas (p. 103). Toxicidade diferencial de plantas de arroz em fungdo do estadio de
desenvolvimento também foi relatada por Ebana et al. (2001). Isto pode indicar que a exsudagéo de
sorgoleone seja fundamental para a definigdo precoce do nicho (Radosevich et al., 1997), no periodo
de estabelecimento das plantas de sorgo. Desta forma, é possivel que a alelopatia contribua para
fornecer maior capacidade competitiva nos estadios iniciais do desenvolvimento das plantas.

E provavel, portanto, que tanto sorgoleone quanto outras substancias alelopaticas de natureza
hidrofébica exergam fungdo de defesa contra a presenca de plantas que tentam se estabelecer na
vizinhanga. Ou seja, contrariamente a agao de herbicidas residuais que atuam a partir da solugéo do
solo, especula-se que compostos alelopaticos de natureza hidrofébica interfiram em plantas vizinhas
somente quando sao liberados muito préoximos do local de absorgao pelas plantas, ou quando as
raizes de espécies distintas entram em contato. Por exemplo, o contato de raizes da mesma planta de
Ambrosia dumosa nao resultou em inibicdo de seu crescimento. No entanto, isso ocorreu quando ha

contato de raizes de plantas diferentes dessa espécie (Mahall & Callaway, 1992). A aproximagao
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espacial entre planta liberadora do composto alelopatico e planta alvo otimizaria o aproveitamento dos
aleloquimicos antes que eles fossem inativados no solo, por processos como sor¢cdo e decomposicao

microbiana.

7. CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho demonstrou existir variabilidade entre gendtipos de sorgo

na producéo de extratos hidrofobicos.

Extratos hidrofobicos de raizes de plantas de sorgo inibem o crescimento de alface e de
espécies daninhas em laboratério. Extratos hidrofilicos da parte aérea de plantas de sorgo inibem o

crescimento de alface em laboratorio.
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Ndo ha relacdo de dependéncia entre a producdo diferencial de extratos hidrofébicos
contendo sorgoleone por gendtipos de sorgo em laboratério e sua capacidade de supressdo de

plantas daninhas a campo.

Ha relacdo de dependéncia entre a supressao diferencial de plantas daninhas
pela parte aérea de gendtipos de sorgo a campo e a agao fitotoxica diferencial de
extratos hidrofilicos da parte aérea de gendtipos de sorgo em laboratorio, embora as
diferencas entre gendtipos a campo s6 se manifestassem em um dos anos do
estudo. O gendtipo de sorgo BR 601 apresenta potencial alelopatico superior,
segundo a concentragdo mais discriminatéria de extratos hidrofilicos da parte aérea

das plantas, e pertence ao grupo com maior efeito alelopatico a campo.

A acgdo da substancia sorgoleone a campo é limitada pela elevada sor¢do ao solo,
demonstrada em laboratério. A presenga desta substancia em concentragdo muito baixa no ambiente
externo as raizes e o local em que se deposita, também podem ser causas de sua limitada agao em

condigao de campo.
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