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QUANTIFICA(;AO E PERFIL DE EXTRATOS DE RAIZES DE SORGONE SEU
EFEITO SOBRE SEMENTES DE SOJA, Brachiaria decumbens E PICAO-
PRETO (Bidens subalternans)

Resumo: O sorgo (Sorghum sp.) € umas das espécies mais estudadas em razdo de seus
efeitos alelopaticos, causados pelos compostos em sua constitui¢do, sendo sorgoleone o
mais conhecido e estudado. Devido a utilizacdo do sorgo como alternativa de cobertura
e manutencdo do sistema de semeadura direta, esses efeitos alelopaticos tém gerado
problemas no desenvolvimento da soja em sucessao na safra principal, mas também tém
causado controle em espécies daninhas. O objetivo deste trabalho foi extrair e
quantificar o exsudato de raizes de sorgo de 3 gendtipos (BR 007 B, BRS 716 e
CMSXS 206 B), obter o teor de sorgoleone e o perfil cromatografico de cada gendtipo e
determinar a toxicidade relativa dos extratos de raizes destes trés genotipos de sorgo em
sementes de soja, Brachiaria decumbens e picdo-preto (Bidens subalternans) em
condicGes de laboratorio. A quantificacdo e o perfil de cada extrato foram realizados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia em triplicata. As fracfes encontradas em
cada perfil de cada extrato foram comparadas a partir do tempo de retencdo de cada pico
cromatografico. Por meio de fotografia, foram comparados o comprimento médio e a
densidade média dos pelos radiculares entre os trés genotipos de sorgo. Solucdes de
extratos concentrados de raizes de sorgo foram utilizadas em dois experimentos: no
primeiro experimento, as concentragdes de 418,44; 209,22; 104,61; 52,3 e 26,15 uM de
extratos de raizes dos trés gendtipos de sorgo. O segundo experimento testou
concentragOes padronizadas de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 puM de sorgoleone presente
nos extratos dos trés gendtipos. Os experimentos foram desenvolvidos em camara de
germinacdo, durante 7 dias no escuro e com temperatura média de 27 °C. As variaveis
respostas avaliadas foram percentual de germinacdo (%G) e indice de Velocidade de
Germinagdo (IVG). Os dados de %G e IVG foram submetidos & analise de variancia,
utilizando o F e as médias quando significativas foram comparadas pelo teste Tukey a
5% de probabilidade para comparar os efeitos de cultivar pelo software Systat 2013.. O
comprimento médio dos pelos radiculares do BRS 716 foi significativamente 30% (2,1
mm) maior do que o do BR 007 B e 40% (2,3 mm) maior do que o do CMSXS 206. A
densidade média dos pelos de BRS 716 apresentou 50% a mais de nimeros de pelos por
mm?2 do que os outros dois gendétipos de sorgo (BR 007 B e CMSXS 206 B), que
apresentaram valores estatisticamente semelhantes.  Sorgoleone foi composto
encontrado em predominancia (cerca de 79%) nos trés extratos de sorgo avaliados, e 0
perfil cromatografico detectou mais 5 outros compostos para 0s genoétipos BR 007 e
CMSXS 206 B e 6 compostos para BRS 716. Houve diferenca entre a producgédo de
massa seca de raizes, massa seca de extrato e teor de sorgoleone entre 0s trés gendtipos,
com BRS 716 tendo a maior relacdo de sorgoleone por massa seca de raizes, seguido
por BR 007 B e CMSXS 206 B. Em geral, os trés extratos reduziram o percentual de
germinacdo e do IVG para as trés espécies receptoras O extrato de BR 007 B foi 0 que
mais reduziu a germinagdo e IVG para soja e picdo-preto, seguido por BRS 716 e
CMSXS 206 B. Ja para a espécie de B. decumbens, CMSXS 206 B foi 0 extrato que
mais reduziu o percentual de germinacdo e IVG desta espécie. Sdo necessérias baixas
doses de sorgoleone para causar efeito fitotoxico em sementes de soja, B. decumbens
picdo-preto, sendo entdo necessarios mais estudos para se entender se ha alguma relagéo
entre a composicdo quimica dos genotipos de sorgo e as caracteristicas botanicas das
espécies receptoras.

Palavras-chave: sorgoleone, alelopatia, redugéo de germinacao

Comité orientador:
Prof. PhD. Leonardo Lucas Carnevalli Dias
PhD. Décio Karam



QUANTIFICATION AND PROFILE OF SORGUM ROOT EXTRACTS AND
THEIR EFFECT ON SYBEAN, Brachiaria decumbens AND HAIRY
BEGGARTICKS (Bidens subalternans)

Abstract: Sorghum (Sorghum sp.) is one of the most studied species due to its
allelopathic effects, caused by the compounds in its constitution, being sorgoleone the
best known and studied. Due to the use of sorghum as an alternative to cover and
maintenance of the direct seeding system, these allelopathic effects have generated
problems in soybean development in successions in the main crop, but also have caused
weed control. The objective of this work was to extract and quantify sorghum root
exsudate of 3 genotypes (BR 007 B, BRS 716 and CMSXS 206 B) with different
aptitudes, to determine the sorgoleone content and the chromatographic profile of each
sorghum genotype. The goal was also to determine the relative oxicity of the root
extracts of these three sorghum genotypes in soybean seeds, Brachiaria decumbens and
hairy beggarticks Bidens subalternans under laboratory conditions. Quantification and
profile of each extract were performed by high performance liquid chromatography in
triplicate. The fractions found in each profile of each extract were compared from the
retention time of each chromatographic peak. The average length and mean density of
the root beetles among the three sorghum genotypes were compared. Solutions of
concentrated extracts of sorghum roots were used in two experiments: in the first
experiment the concentrations used were 418,44; 209,22; 104,61; 52,3 and 26,15 uM of
root extracts of the three sorghum genotypes. The second experiment tested standard
concentrations of 50,0; 20,0; 12,5; 6,25 and 3, 125 uM sorgoleone present in the
extracts of the three genotypes. The experiments were carried out in a germination
chamber for 7 days in the dark and with a mean temperature of 27 °C. The evaluated
variables were percentage of germination (%G) and Germination Speed Index (GSI).
The %G and GSI data were submitted to analysis of variance, using the F and means
when significant were compared by the Tukey test at 5% probability to compare the
effects of cultivar by Systat 2013 software. The mean root length of BRS 716 was
significantly 30% (2.1 mm) higher than that of BR 007 B and 40% (2.3 mm) higher
than that of the CMSXS 206. Considering the average root density, BRS 716 presented
50% more numbers of hairs per mm2 than the other two sorghum genotypes (BR 007 B
and CMSXS 206 B), which presented statistically similar values. Sorgoleone was found
predominantly (about 79%) in the three evaluated sorghum extracts, and the
chromatographic profile detected 5 other compounds for the BR 007 and CMSXS 206 B
and 6 BRS 716 compounds. There was a difference between the dry mass of roots, dry
mass of extract and sorgoleone content among the three genotypes, with BRS 716
having the highest ratio of sorgoleone per dry mass of roots, followed by BR 007 B and
CMSXS 206 B. In general, the three extracts reduced the germination percentage and
the GSI for the three receptor species. The BR 007 B extract was the one that reduced
germination and GSI of soybean and hairy beggarticks, followed by BRS 716 and
CMSXS 206 B. For the B. decumbens species, CMSXS 206 B was the extract that
reduced the percentage of germination and GSI of this species. Low doses of sorgoleone
are required to cause a phytotoxic effect in soybean seeds, B. decumbens, hairy
beggarticks, and further studies are necessary to understand if there is any relation to the
chemical composition of sorghum genotypes and the botanical characteristics of the
recipient species.

Key words: sorgoleone, allelopathy, germination reduction

Comité orientador:
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INTRODUGCAO GERAL

A cultura do sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] vem se destacando nos
sistemas agricolas brasileiros sobretudo no uso em periodos de segunda safra, como
cultura de sucessdo, especialmente em ocorréncia de periodos de veranico e em sistemas
de plantio direto por deixar grande quantidade de palhada no solo (ELIAS et al., 2016;
GARCIA & SUTIER, 2016). Essa utilizacao se deve as caracteristicas da espécie, como
possuir maiores taxas fotossintéticas e balanco de biomassa favoravel com melhor
performance ecofisioldgica sob estresse hidrico (TABOSA et al., 2007; SANI et al.,
2011; SANTOS et al., 2014; TOLK et al., 2013; SILVA et al., 2015). O sorgo é também
€ uma alternativa no uso de plantio direto por proporcionar condi¢Ges favoraveis de
umidade no solo, e produzindo grande quantidade de matéria seca com relagdo C/N
relativamente alta (DAN et al., 2010; MAGALHAES et al., 2014).

O sorgo € o quinto cereal mais cultivado no mundo, superado apenas por milho,
trigo, arroz e cevada (FAOSTAT, 2017). A area de producdo brasileira de sorgo alcanca
612 mil hectares e possui produtividade média de 2.778 kg ha com um total de 1,7
milhdo de toneladas anuais (CONAB, 2017). E uma importante alternativa no uso de
palhada em sistema de plantio direto, além de ser matéria-prima para a producdo de
alcool e na utilizacdo como suprimento de alimentacdo humana e principalmente
animal. Possui uma enorme capacidade de rebrota e adaptabilidade as regides aridas,
com elevada produtividade de gréos e forragem de alta qualidade nutritiva e de energia
para pastejo, exigindo menores custos de producdo em relacdo a outras culturas
normalmente usadas para estes fins (RODRIGUES, 2000; TABOSA et al., 2007
ELIAS, etal., 2016).

Sabe-se que plantas de sorgo possuem a capacidade de exsudar compostos
quimicos de carater alelopéaticos, que podem prejudicar ou estimular as espécies
préximas e aquelas que vierem a ser cultivadas na mesma area em sucessdo (NETZLY
& BUTLER, 1986; PANASIUK et al., 1986; SANTOS et al., 2012; ALSAAADAWI et
al., 2015; RAB et al., 2016).

Alelopatia € a liberacdo de substancias quimicas no ambiente por um organismo
Vivo, que sdo capazes de interagir com outros organismos no mesmo ambiente, inibindo
ou estimulando o seu crescimento e desenvolvimento (RICE, 1984). A capacidade

alelopatica das espécies do género Sorghum se da principalmente as substancias
1



exsudadas por suas raizes, de carater hidrofilicos (GUENZI et al., 1967; ALSAADAWI
et al., 1986; PANASIUK et al., 1986) e hidrofobicos sendo goticulas de coloragéo
douradas localizadas proximas ao apice dos pelos radiculares que podem ser extraidas
com cloroformio (NETZLY & BUTLER, 1986; CZARNOTA et al., 2003). Este
exsudato dourado foi caracterizado quimicamente por Ressonancia Magnética Nucelar
(RMN) por Chang et al. (1986) e foi identificado como 2 — hidroxi — 5 — metoxi — 3 —
[(8°z, 11’z) — 8’, 117, 14’ — pentadecatrieno] — p-benzoquinona, e Netzly et al. (1988) o

nomearam de sorgoleone (Figura 1).

o 12 1715

10 13

Figura 1. Estrutura sorgoleone Fonte: FRANCO et al. (2011).

O extrato de raizes de sorgo contendo sorgoleone mostrou-se um potente
inibidor do desenvolvimento de outras plantas, tanto espécies daninhas quanto de
culturas (NETZLY & BUTLER, 1986; SOUZA et al., 1999; TREZZI et al., 2005;
MOKHTARI, 2015; RAB et al., 2016). Quantificacdes e fracionamentos dos extratos de
raizes de sorgo concluiram que cerca de 90% da composicdo destes extratos é
representado pelo sorgoleone (TREZZI et al.,, 2005; SANTOS et al., 2012,
ALSAADAW et al., 2015; MAY et al., 2016).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo quantificar a substancia
sorgoleone em exsudatos radiculares de trés genétipos de sorgo, obter o perfil
cromatografico de cada exsudato e avaliar seu potencial supressor sobre sementes de
soja, braquiaria (Brachiara decumbens) e picdo-preto (Bidens subalternans). As
hiplteses testadas foram: 1) diferentes gendtipos de sorgo produzem diferentes
quantidades de sorgoleone, e 2) existe uma concentragdo (dose) de sorgoleone, a qual €

fitotdxica a outras espécies de plantas.
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CAPITULO 1- QUANTIFICACAO E PERFIL DE EXTRATOS DE RAIZES DE
DIFERENTES GENOTIPOS DE SORGO

Resumo: O sorgo (Sorghum sp.) é umas das espécies mais estudadas por causa de seus
efeitos alelopaticos, causados pelos compostos em sua constituicdo, sendo sorgoleone o
mais conhecido e estudado. O objetivo deste trabalho foi extrair e quantificar o exsudato
de raizes de sorgo de 3 genotipos (BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B) com aptiddes
distintas e ainda determinar o teor de sorgoleone e o perfil cromatografico de cada
gendtipo de sorgo. A quantificacdo e o perfil de cada extrato foram realizados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em triplicata. As fragdes encontradas em cada
perfil de cada extrato foram comparadas a partir do tempo de retencdo de cada pico
cromatografico. Por meio de fotografia, foram comparados o comprimento médio e a
densidade média dos pelos radiculares entre os trés genotipos de sorgo pelo software
livre IMAGEJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). O comprimento dos pelos foi estimado pela
média de dez pelos de cada uma das dez raizes de cada genétipo de sorgo. A densidade
foi determinada pela contagem do niimero de pelos existentes por mm? do segmento
visualizado. O comprimento médio dos pelos radiculares do BRS 716 foi
significativamente 30% (2,1mm) maior do que o do BR 007 B e 40% (2,3 mm) maior
do que o do CMSXS 206. Considerando a densidade média dos pelos radiculares, o
BRS 716 apresentou 50% a mais de nimeros de pelos por mm?2 do que 0s outros dois
gendtipos de sorgo (BR 007 B e CMSXS 206 B), que apresentaram valores
estatisticamente semelhantes. Sorgoleone foi composto encontrado em predominancia
(cerca de 79%) nos trés extratos de sorgo avaliados, e o perfil cromatografico detectou
mais 5 outros compostos para os gendtipos BR 007 e CMSXS 206 B e 6 compostos
para BRS 716. Houve diferenca entre a producdo de massa seca de raizes, massa seca de
extrato e teor de sorgoleone entre os trés genotipos, com BRS 716 tendo a maior relagdo
de sorgoleone por massa seca de raizes, seguido por BR 007 B e CMSXS 206 B.

Palavras-chave: sorgoleone, efeito alelopético, pelos radiculares



CHAPTER 1 - QUANTIFICATION AND PROFILE OF ROOT EXTRACTS OF
DIFFERENT SORGHUM GENOTYPES

Abstract: Sorghum (Sorghum sp.) is of the one most studied species due to its allelopa-
thic effects, caused by the compounds in its constitution, being sorgoleone the best
known and studied. The objective of this work was to extract and quantify the sorghum
root exudate of 3 genotypes (BR 007 B, BRS 716 and CMSXS 206 B) with different
aptitudes and to determine the sorgoleone content and the chromatographic profile of
each sorghum genotype. Quantification and profile of each extract were performed by
high performance liquid chromatography in triplicate. The fractions found in each pro-
file of each extract were compared from the retention time of each chromatographic
peak. The average length and mean root density of the three sorghum genotypes were

compared by IMAGEJ free software (http://rsweb.nih.gov/ij/). The length of the hairs

was estimated by the average of ten hairs from each of the ten roots of each sorghum
genotype. The density was determined by counting the number of hairs per mm? of he
displayed segment. The mean root length of BRS 716 was significantly higher than that
of BR 007 B and 40% (2,3 mm) higher than that of CMSXS 206 B. The average root
density, BRS 716 presented 50% more numbers of hairs per mm?2 than the other sor-
ghum genotypes (BR 007 B and CMSXS 206 B), which presented statistically similar
values. Sorgoleone was found predominantly (about 79%) in the three evaluated sor-
ghum extracts, and the chromatographic profile detect another 5 other compounds for
the BR 007 B and CMSXS 206 B genotypes and 6 BRS 716 compounds. There was a
difference between the production of root dry mass, dry mass of extract and sorgoleone
content among the three genotypes, with BRS 716 having the highest ratio of sorgoleo-
ne per dry mass of roots, followed by BR 007 B and CMSXS 206 B.

Key words: sorgoleone, allelopathic effect, root hair


http://rsweb.nih.gov/ij/

1.1 Introducéo

O efeito das espécies vegetais sobre outras espécies e sobre o meio onde estdo
inseridas é chamado de interferéncia, que pode ser por competicéo ou alelopatia, e pode
afetar o desenvolvimento de forma positiva ou negativa (RADOSEVICH et al., 1997).
O efeito alelopético é causado por meio da producdo de metabdlitos secundarios, 0s
chamados aleloquimicos (TAIZ & ZEIGER, 2009; DEWICK, 2009; SIMOES et al.,
2010; WATSON, 2014; REZENDE et al., 2016). O conhecimento destas substancias, e
a determinacdo do seu potencial alelopatico, € necessario para se conhecer e avaliar o
mecanismo de acdo na biologia das espécies afetadas, entendendo ainda se a acdo
alelopatica é um resultado da acdo sinérgica ou antagbnica de um grupo de
aleloguimicos ou se de um apenas.

Estes compostos interferem em processos fisioldgicos, como exemplo, na falta
de vigor vegetativo ou morte de plantulas, amarelecimento ou clorose das folhas,
reducdo do perfilhamento e atrofiamento ou deformagdo das raizes (UDDIN et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2015).

O sorgo (Sorghum sp.) é umas das espécies mais estudadas em razdo de seus
efeitos alelopaticos (FRANCO et al., 2011; UDDIN et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2015; DENADAII et al., 2016). O sorgo é uma espécies cultivada como cobertura do
solo, verde ou morta, sendo uma alternativa de cultura de sucessao em safras principais
como a soja, podendo ser usado na alimentacdo animal na forma de silagem ou in
natura (RODRIGUES, 2000; BORGES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Netzly e
Butler (1986), identificaram o composto sorgoleone como o principal componente de
extrato de raizes de sorgo com acao alelopatica. Desde entdo varios pesquisadores vém
desenvolvendo métodos de extracdo, identificacdo e bioensaios para avaliar a acdo
alelopética dos extratos de raizes de sorgo sobre outras espécies, tanto daninhas quanto
culturas (NETZLY e BUTLER, 1986; EINHELLIG e SOUZA, 1992; SOUZA et al.,
1999; TREZZI et al., 2005; UDDIN et al., 2014; GONCALVES et al., 2015; MAY et
al., 2016; BIESDORF, 2017). Assim, sorgoleone tem sido estudado como modelo para
0 desenvolvimento de bio-herbicidas (BARBOSA et al., 2001; DAYAN et al., 2003;
YANG et al., 2004)

Metodologias tém sido desenvolvidas com o intuito de extrair, quantificar e
avaliar a producéo de extrato com sorgoleone entre genotipos de sorgo e a variabilidade
de compostos presentes nestes extratos (NIMBAL et al., 1996; CZARNOTA et al.,
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2001; TREZZI et al., 2005; FRANCO et al., 2011; ALSAADAWI et al., 2015; MAY et
al., 2016) com a finalidade de se conhecer os mecanismos que envolvem a producado e
exsudacéo de extrato de cada cultivar de sorgo. O objetivo deste trabalho foi extrair e
obter perfil cromatografico de exsudatos de raizes de 3 genotipos de sorgo, com

aptiddes distintas e ainda determinar o teor de sorgoleone.

1.2. Materiais e métodos

O experimento foi realizado na Unidade da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas-MG, nos laboratérios de Agroquimica e de Manejo de Plantas Daninhas e
Dinamica de Herbicidas da Embrapa Milho e Sorgo. Os gendtipos de sorgo utilizados,
BRS 716 (hibrido, biomassa), BR 007 B (linhagem, sacarino) e CMSXS 206 B
(linhagem, forrageiro), foram cedidos pelo banco de sementes da Embrapa.

1.2.1. Obtencéo do exsudato radicular

Para a obtencdo de extrato radicular dos 3 genotipos de sorgo (BRS 716, BR 007
B e CMSXS 206 B) foram separadas 200 sementes de cada genétipo em triplicata,
totalizando 600 sementes/genotipo, que passaram por procedimento de desinfec¢do com
solucdo de hipoclorito de sddio a 2,5 % durante 10 minutos e posteriormente lavadas
trés vezes com agua destilada (FRANCO et al., 2011). As sementes foram colocadas em
caixa gerbox 250 mL (11 x 11 x 3,5 cm) de acrilico, forradas e cobertas com papel-filtro
umedecido com 3 mL de agua destilada e 3mL de solugdo de nistatina a 1%. Estas
sementes foram cobertas com papel de filtro para manter a umidade e colocadas em
camara de germinacdo durante 7 (sete) dias no escuro (FRANCO et al., 2011) com
temperatura média de 27 °C. Apo0s o0s sete dias, as raizes foram destacadas a e obtido
seu peso fresco.

Cada grupo de 200 raizes foi mergulhado por 5 min em solugédo extratora de
diclorometano e acido aceético glacial 0,0025 % v/v, com posterior filtracdo em algodédo
e o solvente concentrado em evaporador rotatério a 30 °C (FRANCO et al., 2011).
Posteriormente a massa seca das raizes foi obtida apds a secagem em estufa a 65 °C por
72 horas.



1.2.2. Quantificacéo e perfil dos extratos por HPLC

A quantificacdo de sorgoleone foi realizada por andlise de CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), aparelho da marca Waters modelo Alliance,
sob as seguintes configuracfes: detector UV/Vis a 280 nm, coluna Waters XBride C18
(4,6 x 150 mm 3,5 mcm), volume de injecdo de 20uL, temperatura de coluna 30 °C,
fase mdvel acetonitrila : 4gua e acido acético (2,5%) 75:25 em fluxo 1,0 mL min™
(isocratico) com tempo de corrida de 25 min, obtendo-se o perfil cromatografico de
cada extrato Estas analises foram realizadas em triplicata.

As fracdes encontradas em cada perfil de extrato foram comparadas a partir do
tempo de retencdo de cada pico cromatografico. A analise de variancia foi realizada
pelo teste F, e quando significativa as medias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade pelo programa SYSTAT 2013.

1.2.3. Quantificacédo dos pelos radiculares

Dez sementes de cada gendtipo de sorgo (BRS 716, BR 007 B, CMSXS 206 B)
foram germinadas seguindo a metodologia da etapa de extracdo. Sete dias apds a
germinacao, as raizes foram separadas da parte aérea e colocadas em solucdo 0,05 % de
azul de tripano w/v em lactoglicerol (1:1:1 acido lactico, glicerol e 4gua) por 24 horas e
posteriormente lavadas em etanol 70%.

Os pelos radiculares foram fotografados, cerca de um centimetro abaixo do
inicio da raiz, com o esteroscopio Axio Zoom V16 (Zeiss). O comprimento e a
densidade foram mensurados com o auxilio do software livre IMAGEJ]
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). O comprimento dos pelos foi estimado pela média de dez
pelos de cada uma das dez raizes de cada genétipo de sorgo. A densidade foi
determinada pela contagem do nimero de pelos existentes por mm? do segmento
visualizado. Também foram realizadas fotografias dos pelos radiculares dos trés
genotipos de sorgo para comprovacgdo visual da presenca de sorgoleone.

A analise de variancia foi realizada pelo teste F, e quando significativa, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa
SYSTAT 2013.
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1.2.4. Andlise estatistica
As variaveis avaliadas foram a producdo total de extrato formado pelas 200
radiculas dos trés genotipos de sorgo, e sua relagdo com a massa seca de raizes, a
producdo total de sorgoleone. As variaveis foram submetidas a analise de variancia pelo
teste F e quando significativas foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia pelo programa SYSTAT 2013.

1.3. Resultados e discussao

1.3.1. Quantificacdo dos pelos radiculares
As imagens obtidas pelo microscopio eletronico Carl Zeiss (Figuras 2, 3 e 4)
capturaram as goticulas exsudando sorgoleone. Nota-se a coloracdo amarelo dourada
descrita por Netzly & Butler (1986), que afirmaram em seu trabalho ser essa a

caracteristica da presenca de sorgoleone.

Figura 2. Exsudacdo de sorgoleone nos pelos radiculares do genétipo BRS 716. Foto ampliada
80x em equipamento Carl Zeiss.
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Figura 3. Exsudagdo de sorgoleone nos pelos radiculares do genétipo BR 007 B. Foto
ampliada 80x em equipamento Carl Zeiss.

100 pm

Figura 4. Exsudacdo de sorgoleone nos pelos radiculares do genétipo CMSXS 206 B. Foto
ampliada 80x em equipamento Carl Zeiss.
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Outros trabalhos, como o de Czarnota et al. (2003), através de estudos de
microscopia eletrénica de transmissdo, e Dayan et al. (2003), por analise de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, comprovaram que os pelos radiculares
de raizes de sorgo sdo a area de secrecdo de exsudato, e este é depositado entre a parede
celular e a membrana plasmatica, onde se juntam em maiores globulos passando pela
parede celular e, assim, formando goticulas perto da ponta dos pelos radiculares.

O comprimento médio dos pelos radiculares do BRS 716 foi significativamente
30% (2,1 mm) maior do que o do BR 007 B e 40% (2,3 mm) maior do que o do
CMSXS 206 B (Figura 5 A). Considerando a densidade média dos pelos radiculares, o
BRS 716 apresentou 50% a mais de ndmeros de pelos por mm2 do que os outros dois
genétipos de sorgo (BR 007 B e CMSXS 206 B), que apresentaram valores
estatisticamente semelhantes (Figura 5 B).

60000 A 0.0022 - B

35000 A

30000 {
43000 4
40000 4 {

BR 007B BRST16 ChMBXS 206 B ER. W07B BRST16 CMBXS 206 B

écio de pelos radiculares (mm;)

Densidade média radicular (n° de pelos mm B

235000 4 0.0010 . -

Com

20000

Gendtipos de sorgo Gendtipos de sorgo

Figura 5. Comprimento médio de pelos radiculares (A) e densidade média de pelos radiculares
por mm? (B), das raizes dos genétipos de sorgo BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B.

Os pelos radiculares sdo células Unicas que parecem agir isoladamente e com
acao rapida na producdo de exsudatos radiculares bioativos (Duckett et al., 1994).
Entretanto, o papel dos exsudatos de raizes de plantas de sorgo ainda ndo € claro.
Possibilidades foram levantadas por Czarnota et al. (2001), em que a exsudacdo das
raizes tem o proposito de absorver nutrientes, como agentes quelantes, e que este
exsudato tem papel de defesa contra microbios patogénicos do solo e microfauna e
outras sementes. Estes autores concluiram ainda que plantulas de sorgo produzem
exsudato pouco depois do surgimento da radicula e que esse exsudato serviu de inibidor
de crescimento de outras plantas, fazendo que as plantas de sorgo tenham uma

vantagem competitiva sobre as espécies adjacentes.

13



Figura 6. Pelos radiculares dos genotipos BR 007 B (A), BRS 716 (B) e CMSXS 206 B (C).
Foto ampliada 16X em equipamento esteroscopio Axio Zoom V16 (Zeiss).
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1.3.2. Quantificacéo e perfil e extratos por HPLC

O teor de sorgoleone de cada extrato foi determinado com base em uma curva de

calibracdo (Figura 7) obtida através de padréo.
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Figura 7. Curva de calibragdo para o composto sorgoleone.

As analises por cromatografia dos extratos brutos obtidos dos trés gendtipos
avaliados detectaram seis compostos para 0s genétipos CMSXS 206 B e BR 007 B, e
sete compostos para 0 genotipo BRS 716 (Figura 8). Trabalhos como os de Netzly et al.
(1986), Nimbal et al. (1996), Czarnota et al. (2001), Trezzi et al. (2005), Franco et al.
(2011), Alsaadawi et al. (2015), May et al. (2016), também realizaram analises por
cromatografia em varios gendtipos de sorgo, e constataram que, na composi¢cdo dos
extratos brutos a partir das raizes, existem de trés a dez substancias.

Sorgoleone é o composto predominante na composicao dos extratos a partir de
raizes das espécies de sorgo (NIMBAL et al., 1996; ALSAADAWI et al., 2015; MAY
et al., 2016. Neste trabalho, sorgoleone foi a substancia com maior area relativa nos trés
extratos com tempo de retencdo médio de 8,9 minutos, representando em média 80% da
composicao dos extratos brutos avaliados (Figura 7). Estes valores estédo de acordo com
Czarnota et al. (2001), que concluiram que sorgoleone representa até 90% da
composicao dos extratos brutos de raizes de sorgo. Nos extratos dos gendtipos CMSXS
206 B e BR 007 B foram observados outros 5 compostos com tempos medio de
retencdo de 9,3; 12,9; 15,2; 16,3; 21,1 minutos, e no genotipo BRS 716 além desses 5
15



compostos também foi observado o composto com tempo de retencdo de 14,0 minutos
(Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma tipico de extrato de raizes de sorgo purificado por cromatografia. A-
Gen6tipo BRS 716; B — Geno6tipo BR 007 B; C- Gen6tipo CMSXS 206 B.

Andlise da variacdo foi realizada entre as areas dos picos detectados por
cromatografia entre os trés genotipos de sorgo. O perfil cromatografico para o extrato
do gendtipo BRS 716 revelou que uma substancia a mais que os outros dois genotipos,
no tempo de retenc¢éo 14,0 minutos. Também foram encontradas diferenca significativas
entre a quantidade dos compostos presentes em cada extrato avaliado (Tabela 1).
Alsaadawi et al. (2015) realizaram andlise quimica de diferentes espécies de sorgo e
obtiveram exsudatos radiculares com diferentes concentragdes de sorgoleone,

compostos fenolicos e acidos entre as espécies avaliadas.
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Tabela 1. Percentual médio da area dos picos cromatograficos relativas ao somatorio total dos
compostos presentes nos exsudatos de raizes de sorgo.

Area relativa a area total (%)

Genotipos Compostos
SGL 2 3 4 5 6 7 Total
BR 007 B 7984a 267a 4,88b 344a 058b 8,59 a 100
BRS 716 7751b 1,79b 6,26a 083c 3,05a 095 961la 100
CMSXS206B 7950a 236a 6,24a 244b 0,45c 9,00 a 100

Letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A producdo de massa seca das raizes (MSR) dos genétipos BRS 716 e BR 007 B
foram estatisticamente semelhantes, diferindo de CMSXS 206 B em cerca de 20% a
mais (Tabela 2). Ndo houve diferenca entre a producdo de massa de extrato (ME) dos
gendtipos BRS 716 e CMSXS 206 B, apenas foi significativa a diferente entre eles e BR
007 B em cerca de 29%. J&4 CMSXS 206 B obteve 23,4% de massa de extrato a mais
que BR 007 B. A producdo de extrato por MSR foi igual entre os genétipos BRS 716 e
CMSXS 206 B e ambas diferentes entre o genotipo BR 007 B em 37% a mais (Tabela
2).

Tabela 2. Gendtipos de sorgo utilizados, caracteristicas agrondmicas, massa seca em gramas de
raizes (MSR), massa de extrato (ME), mg de extrato por grama de MSR.

Genotipo Aptidao MSR (g) ME (mg) mg extrato g MSR !

BR 007 B Sacarino 0,152 £+ 0,01 a 6,75b 43,36 b

BRS 716 Biomassa 0,154+ 0,01 a 10,05 a 69,46 a
CMSXS 206 B Forrageiro 0,122 +0,01 b 8,9a 67,8 a

Letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Ndo houve diferenca significativa entre a quantidade de sorgoleone (mg)
encontrada entre os genétipos BR 007 B e CMSXS 206 B, contudo, ambos diferiram de
BRS 716 em cerca de 30% a menos (Tabela 3). O mesmo ocorreu com a quantidade de
sorgoleone (mg) por massa seca de raiz (g), sendo BRS 716 cerca de 22% maior que 0s
outros dois gendtipos.

Outros trabalhos também quantificaram teores diferentes de sorgoleone em
diferentes gendtipos de sorgo. Alsaadawi et al. (2015) avaliaram duas espécies de sorgo
e detectaram uma diferenca em torno de 15% no teor de sorgoleone por massa seca de

raizes.
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Tabela 3. Gendtipos de sorgo utilizados, quantidade de sorgoleone (SGL) encontrada no extrato
produzido pelas raizes de cada gendtipo, e quantidade de sorgoleone encontrada por grama de
massa seca de raiz.

Gendtipo Sorgoleone (mg) mg g* (SGL MSR?)
BR 007 B 3,29b 20,56 b
BRS 716 455 a 28,67 a
CMSXS 206 B 3,17b 2397b
Letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

May et al. (2016) encontraram uma diferenca maxima de 94% do teor de
sorgoleone por massa seca de raizes entre nove gendtipos de sorgo de aptiddes
diferentes, e ndo encontraram relacdo direta entre o teor de sorgoleone e a massa seca de
raizes e a aptidao de cada geno6tipo. Nimbal et al. (1996) encontraram diferencas de 96%
entre 0 maior e menor teor de sorgoleone por massa seca de raizes, entre os 25

genotipos de sorgo de aptiddes diferentes avaliados.

A diferenca no teor de cada substancia encontrada nos extratos dos genotipos de
sorgo indica uma variagdo quimica no contetdo de exsudato de raiz que provavelmente
tem base genética (CZARNOTA et al.,, 2003), uma vez que as condi¢des de

temperatura, agua e umidade foram as mesmas para os trés genotipos avaliados.
1.4, Conclusdes

Sorgoleone é o composto predominante (79,84; 77,51 e 79,5%) em extratos de
raizes dos genotipos de sorgo BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B respectivamente,
nas condicdes deste trabalho.

O comprimento e a densidade dos pelos radiculares sdo variaveis entre 0s

genotipos de sorgo.

A producéo total de sorgoleone e a massa seca de raizes sdo varidveis entre

gendtipos de sorgo e aparentemente ndo dependem da aptidao da espécie.

Existe diferenca quantitativa e qualitativa entre 0os compostos secundarios
presentes entre gendtipos de sorgo, sendo necessario a caracterizacdo destes compostos

para melhores avaliages.
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CAPITULO 2-EFEITO DE EXTRATOS DE RAIZES DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE SORGO NA GERMINACAO DE SOJA, Brachiaria decumbens
e PICAO-PRETO (Bidens subalternans)

Resumo: Sorgoleone € o principal composto presente em plantas de sorgo e que
apresenta uma potente capacidade aleloquimica. Por causa da utilizagdo do sorgo como
alternativa de cobertura e manutencdo do sistema de semeadura direta, esses efeitos
alelopaticos tém gerado problemas no desenvolvimento da soja em sucessdo na safra
principal, mas também tém causado controle em espécies daninhas. O objetivo do
trabalho foi determinar a toxicidade relativa de extratos de raizes de sorgo de diferentes
gendtipos (BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B), em sementes de soja, Brachiaria de-
cumbens e picdo-preto (Bidens subalternans) em condic6es de laboratério. Foram utili-
zadas solugbes de extratos concentrados de raizes de sorgo em dois experimentos: no
primeiro, as concentragdes utilizadas foram de 418,44; 209,22; 104,61; 52,3 e 26,15 uM
de extratos de raizes dos trés genotipos de sorgo. O segundo testou concentragdes pa-
dronizadas de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 uM de sorgoleone presente nos extratos dos
trés genotipos. 3 mL de solucédo de extrato de cada concentracdo foram pipetados em 20
sementes de cada espécie, colocadas em caixa gerbox, em triplicata e esta foi a parcela
experimental. Os experimentos foram desenvolvidos em cdmara de germinagdo, durante
7 dias no escuro e com temperatura média de 27 °C. As variaveis respostas avaliadas
foram percentual de germinacdo (%G) e indice de Velocidade de Germinacdo (IVG).
Os dados de percentual de germinacdo e IVG foram submetidos a analise de variancia, e
as médias quando significativas foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabili-
dade. Para verificar o efeito das doses de extratos de raizes de sorgo, realizou-se analise
de regressdo nao linear pelo software Sigmaplot 2011. Em geral, os trés extratos reduzi-
ram o percentual de germinacdo e do IVG para as trés espécies receptoras. O extrato de
BR 007 B foi 0 que mais causou efeitos inibitorios de germinagdo e 1VG para soja e pi-
cao-preto, seguido por BRS 716 e CMSXS 206 B. Ja para a espécie de B. decumbens,
CMSXS 206 B foi o extrato que mais reduziu o percentual de germinagédo e IVG desta
espécie. Sao necessarias baixas doses de sorgoleone para causar efeito fitotoxico em de
sementes de soja, B. decumbens, picdo-preto, sendo necessarios mais estudos para se
entender se ha alguma relacdo entre a composicdo quimica dos genotipos de sorgo e as

caracteristicas botanicas das espécies receptoras.

Palavras-chave: sorgoleone, fitotoxicidade, efeito alelopatico
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CHAPTER 2 - EFFECT OF ROOT EXTRACTS OF DIFFERENT SORGHUM
GENOTYPES ON GERMINATION OF SOYBEAN, Brachiaria decumbens AND
HAIRY BEGGARTICKS (Bidens subalternans).

Abstract: Sorgoleone is the main compound present in sorghum plants and presents a
powerful allelochemical capacity. Due to the use of sorghum as an alternative to cover
and maintenance of the direct seeding system, these allelopathic effects have generated
problems in soybean development in succession to the main crop, but also have caused
weed control. The objective of this work was to determine the relative toxicity of
sorghum root extracts of different genotypes (BR 007 B, BRS 716 and CMSXS 206 B)
in soybean, Brachiaria decumbens and hairy beggarticks (Bidens subalternans) seeds
under conditions laboratory. Concentrated extract solutions of sorghum roots were used
in two experiments: in the first experiment one, concentrations were 418,44; 209, 22;
104,61; 52,3 and 26,15 pM of root extracts of the three sorghum genotypes. The second
tested standard concentrations of 50,0; 25,0; 12,5; 6,25 and 3,125 pM sorgoleone
present in the extracts of the three genotypes. Three milliliters of extract solution of
each concentration were pipetted in 20 seeds of each species, placed in gerbox box in
triplicate and this was the experimental plot. The experiments were carried out in a
germination chamber for 7 days in the dark and with an average temperature of 27 °C.
The evaluated variables were percentage of germination (%G) and germination velocity
index (GSI). The germination percentage and GSI data were submitted by the Tukey
test at 5% probability to compare the effects of cultivar. To verify the effect of the
sorghums root extract doses, non-linear regression analysis was performed by
Sigmaplot 2011 software. In general, the three extracts reduced the percentage of
germination and the GSI for the three receptors species. The extract of BR 007 B caused
the inhibitoriest effects of germination and GSI for soybean and hairy beggarticks,
followed by BRS 716 and CMSXS 206 B. for the B. decumbens species, CMSXS 206 B
was the extract which further reduced the percentage of germination and GSI of this
species. Low doses of sorgoleone are required to cause a phytotoxic effect in soybean
seeds, B. decumbens and hairy beggarticks, and further studies are needed to understand
if there is any relation to the chemical composition of sorghum genotypes and botanical

characteristics of the species receiving.

Key words: sorgoleone, phytotoxicity, allelopathic effect
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2.1. Introdugéo

2.1.1. Sorgo e sorgoleone

O sorgo (Sorghum bicolor L.) vem sendo estudado como uma importante opc¢ao
na alimentacdo animal no lugar do milho bem como cobertura vegetal em sistemas de
plantio direto (ALMEIDA FILHO et al., 2010; DENADAI et al., 2016). Uma das
questdes em foco é que tem sido observadas alteracdes do desenvolvimento das culturas
em sucessdo ao sorgo (BORGES et al., 2014; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2015). Outra alteracao que tem sido reportada € a menor incidéncia e
controle das plantas daninhas nas areas onde ha a presenca de residuos de sorgo
(ALSAADAWI & DAYAN, 2009; UDDIN et al., 2014; ALSAADAWI et al., 2015).

Estas observacdes se devem ao fato que o sorgo € considerado uma espécie
alelopatica por produzir compostos quimicos (UDDIN et al., 2014; ALSAADAWI et
al., 2015). A alelopatia é o efeito direto ou indireto, positivo ou negativo de uma espécie
(animal ou vegetal) sobre outra(s), por causa da producdo de compostos quimicos
liberados no ambiente (RICE, 1984). Dependendo do método de extracdo, o niumero de
substancias derivadas do metabolismo primario e secundario pode variar entre
compostos hidrofilicos e hidrofobicos, como aclcares, aminoacidos, acidos graxos,
proteinas e substancias fitotoxicas (ALSAADAWI, et. al., 1986; NETZLY & BUTLER,
1986; ALSAADAWI et al., 2015).

Sorgoleone (2-hidroxi-5-metoxi-3 - [(8 Z, 11 Z) -8, 11, 14 pentadecatrieno] -p-
benzoquinona) é principal composto presente em plantas de sorgo e que apresenta uma
potente capacidade aleloquimica (NETZLY & BUTLER,1986; NIMBAL, et al., 1996;
INDERJIT & DUKE, 2003). Este composto ¢ uma quinona que foi isolada e
identificada primeiramente por Chang et al. (1986), como exsudado, encontrado
principalmente nos pelos das raizes de sorgo (CZARNOTA et. al., 2003; DAYAN,
2006; DAYAN et. al., 2007), sendo o principal componente hidrofébico do extrato
radicular (NETZLY et al., 1988). O sorgoleone tem sido estudado no manejo de plantas
daninhas, como ferramenta para fornecer novas estruturas quimicas para producdo de

bioativos, reduzido o impacto ao meio ambiente.

Dessa forma, € importante a conducdo de experimentos em laboratorio de modo
a se controlar os diferentes fatores, como temperatura, luz e agua, variando um por vez,

diferente de condicdes de campo. Distintas metodologias tém sido estudadas para
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verificar o potencial alelopatico de espécies vegetais em condicOes de laboratorio, e, em
sua maioria, se baseiam primeiramente na obtencdo de extratos de plantas, identificagéo
e quantificacdo das substancias contidas nesses extratos (NIMBAL, et al., 1996;
FERREIRA et. al., 1999; TREZZI, 2005; FRANCO, 2011; ALSAADAWI et al., 2015;
MAY et al., 2016).

O Brasil € o segundo maior produtor de soja (Glycine max) do mundo, em 2017,
atras apenas dos Estados Unidos, com uma producéo de 113.923 milhdes de toneladas
de grdos, com uma area plantada de 33.890 milhGes de hectares gerando uma
produtividade de 3.362 kg ha® (CONAB, 2017). Além disso, a soja é a cultura que
possui maior ganho absoluto em &rea plantada (1,2 milhdes de hectares) e o consumo
interno em graos esta na casa dos 47 milhdes de toneladas (CONAB, 2017), sendo um
dos principais grdos processados consumidos pelos brasileiros. Este crescente aumento
de produtividade se deve também ao clima favoravel do Cerrado brasileiro, aliado as
técnicas de manejo, a exemplo da utilizacdo de inoculantes auxiliando a fixacao
biolégica de nitrogénio, rotacdo de culturas e utilizacdo do sistema de plantio direto
(LEANDRO & ASMUS, 2015; PEREIRA et al., 2016; SALES et al., 2016).

Contudo, com a utilizagdo do sorgo como alternativa de cobertura e manutencéo
do sistema de semeadura direta, efeitos no desenvolvimento da soja em sucessao na
safra principal tém sido reportados, como menores crescimentos das partes aérea e
radicular da soja e, consequentemente, menor acimulo de nutrientes, reducéo da taxa de
germinacdo e subdesenvolvimento de plantulas, além de sintomas tipicos, como
amarelecimento e clorose das folhas (OLIBONE, et al., 2006; SERAFIN, 2007;
BORGES et al., 2014; DENADAI et al., 2016).

2.1.2. Plantas daninhas e sorgoleone

As plantas daninhas ou plantas invasoras sdo as espécies que nascem de forma
espontanea e indesejada e que causam danos as atividades humanas e agricolas, a saude
do homem e ao meio ambiente (PITELLI, 2015). Seu controle é realizado
principalmente quimicamente através de herbicidas, colocando em risco a salde de
quem aplica, do consumidor e contaminando o meio ambiente e o proprio produtor em

Si.
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Durante anos, trabalhos de pesquisas tém como objetivos conhecer e
desenvolver alternativas naturais para o controle de espécies invasoras para reduzir o
uso de herbicidas (ALSAADAWI et al.,, 2007; WESTON, ALSAADAWI, e
BEARSON, 2013; OLIVEIRA et al., 2015; ALSAADAWI et al.,2015; NASCIMENTO
et. al., 2016; BARBOSA, 2018). Sendo assim, 0os compostos quimicos liberados pelas
plantas de sorgo, seja por sua palhada deixada no campo, seja pelos exsudatos
produzidos por suas raizes, sao alvos de estudos como alternativa do controle das
espéecies infestantes (RODRIGUES et al.,, 2001; ALSAADAWI et al., 2007;
ALSAADAWI et al., 2015). O cultivo do sorgo anterior a soja beneficiou o controle do
grupo de plantas invasoras predominantes, além de suprimir em curto prazo as ervas
daninhas em razdo dos compostos fendlicos liberados pela decomposicéo dos residuos
de sorgo (ALSAADAWI et al., 2007; WESTON, ALSAADAWI, e BEARSON, 2013).

Mediante o0 exposto, objetivou-se determinar a toxicidade relativa de extratos de
raizes de sorgo de diferentes gendtipos, em sementes de soja, braquiaria e picdo-preto

em condicdes de laboratdrio
2.2. Materiais e métodos
2.2.1. Espécies utilizadas

Os experimentos foram desenvolvidos em laboratério de Manejo de Plantas
Daninhas e Dindmica de Herbicidas da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas. As
sementes utilizadas foram soja (Glycine max) KWS 262 10, picdo-preto (Bidens
subalternans) e de capim braquiaria (Brachiraria decumbens), que foram obtidas pelo
banco de sementes da Embrapa Milho e Sorgo.

2.2.2. Preparo das solucgdes

Dois experimentos foram realizados, e ambos utilizando os extratos de raizes de
sorgo dos trés genotipos (CMSXS 206 B, BR 007 B, BRS 716), obtidos no Capitulo 1
que foram diluidos em alcool P.A. (99,5%). No primeiro experimento (Ensaio 1) as
concentracdes utilizadas foram de 418,44; 209,22; 104,61; 52,3 e 26,15 uM de extratos
de raizes dos trés gendtipos de sorgo. O segundo experimento (Ensaio 2) testou
concentracdes padronizadas de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 puM de sorgoleone presente
nos extratos dos trés genotipos. Ambos 0s ensaios tiveram como testemunhas sem 0s
extratos (&lcool e agua).
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2.2.3. Bioensaios

Um volume de 3 mL de solucdo dos extratos de raizes de sorgo de cada genotipo
foi pipetado em caixas gerbox de 250 ml (11 x 11 x 3,5 cm) de acrilico, forradas com
papel-filtro autoclavado, e aguardou-se 12 h para a completa evaporacéo do solvente. 20
sementes de cada espécie foram colocadas em cada caixa, em triplicata e esta foi a
parcela experimental. Os experimentos foram desenvolvidos em camara de germinacao,

durante 7 dias no escuro e com temperatura média de 27 °C.

As variaveis respostas avaliadas foram percentual de germinacéo (%G) e indice
de Velocidade de Germinacdo (IVG) pela formula (G/D1 + G/D2 + G/D3 ... G/DN),
onde G é o nimero e sementes germinadas, D dia de contagem das sementes
germinadas. As sementes foram contadas diariamente e foram consideradas germinadas

aquelas com extens&o radicular igual ou maior a 2 mm (JUNTILA, 1976).
2.2.4. Potencial osmotico

Para estimar o potencial osmético de cada solucdo de extratos de cada um dos
experimentos, foi realizada uma estimativa. Uma gota da amostra de cada solucdo de
sacarose com concentragfes conhecidas (0,0497; 0,0995; 0,1498; 0,1992; 0,2496 ¢ 0,3
molar) foram colocadas sobre os cristais do refratdmetro para sua leitura em °Brix e
obteve-se uma curva de calibracdo (y = 0,0303x — 0,0089) com R2 0,992. Este
procedimento foi realizado em triplicata. A partir desta curva de calibracdo, uma gota da
amostra de cada solucdo de extrato de raizes de sorgo dos experimentos 1 e 2, foi
realizada a leitura em refratbmetro e cada valor em °Brix que foram convertidos em
concentragdo molar. A partir de cada valor de concentragdo molar de cada solucéo de
extratos de sorgo, foi possivel estimar o potencial osmotico de cada solucdo pela
equacdo de Vant’off (¥ = -RTCi) , onde ¥ ¢ o potencial osmético (MPa), R ¢ a
constante dos gases perfeitos (0,00820574587 L atm™ mol?* K1), T é a temperatura (K
= °C + 273), C ¢é a concentracdo da solucdo (M), i € a constante de dissociacdo da
molécula de estudo, no caso da sacarose é 1. Este procedimento foi realizado em

triplicata.

As sementes de soja, Brachiaria decumbens e picdo-preto foram colocadas sob

as solugOes de sacarose para assim avaliar sua germinabilidade e comparadas com uma
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testemunha. Este teste foi realizado em triplicada e os valores de germinabilidade foram

submetidos a analise variancia pelo teste F pelo software SYSTAT 2013.
2.2.5. Analise estatistica

Os dados de percentual de germinacdo e IVG foram submetidos a analise
de variancia, utilizando o F, e as médias quando significativas foram comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade para comparar os efeitos de cultivar pelo software
Systat 2013. Para verificar o efeito das doses de extratos de raizes de sorgo, realizou-se
andlise de regressdo ndo linear pelo software Sigmaplot 2011. Os valores de

germinabilidade foram transformados por arc senVx/100.
2.3. Resultados e discussao
2.3.1. Potencial osmotico

O teste que verificou a germinabilidade das sementes de soja, Brachiaria
decumbens e picdo-preto revelou que ndo houve diferenca estatistica entre a germinacgéo
das sementes sob as solugbes de sacarose e a testemunha. A estimativa do potencial
osmatico revelou, para todas as concentracdes de extratos, valores maiores a - 0,11
Mpa. Segundo TREZZI (2005), estes niveis sdo incapazes de gerar efeitos osmoticos

prejudiciais a germinacdo das sementes.

Uma das técnicas de bioensaio mais usadas no estudo da alelopatia utiliza a
preparagédo de extratos aquosos e observa-se a influéncia destes em testes de germinacao
e crescimento radicular de espécies testes (INDERJIT E DASHINI, 1990). Na maioria
das vezes, a resposta das sementes ou mudas para 0s extratos de plantas € por causa da
acdo alelopética desses extratos, mas existe a possibilidade de os extratos exercerem
acdo osmotica negativa nas espécies testadas. Isto se deve a composi¢do de cada extrato
que pode conter substancias como acgucares, aminoacidos e acidos organicos que sdo
osmoticamente ativos e essa atividade pode mascarar o efeito alelopatico (WARDLE et
al., 1992). Assim, avaliar a influéncia osmdtica das solugdes estadas € importante, pois
os efeitos osmoticos séo conhecidos por induzir respostas de estresses nas plantas como
desidratacéo de material vegetal (SLAYER, 1967; WARING & CLEARY, 1967).
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2.3.2. Bioensaios

N&o houve diferenca entre as testemunhas somente alcool e agua nas variaveis

avaliadas.

2.3.2.1 Soja

No primeiro ensaio, houve interacdo entre os genotipos de sorgo e a variacdo das
doses e extratos para o percentual de germinacgéo (P = 0,0000; F =12,197) e 0 IVG (P =
0,0000; F = 33,186) (Figuras 1 e 2).

® BRO07B
110 - O BRS716
¥ CMSXS 206 B
—— y=(94,0562*312,3217)/(312,3217+x) R* = 0,78
100 A
—— y=(93,1233%637,0416)/(637,0416+x) R> = 0,85
90 - —— y=(97,3557%1109,6987)/(109,6987+x) R = 0,91
80 -
(©)
S 70 A
60 -
50 -
40 -

0,00 26,1552,31 104,61 209,22 418,44

Doses de extratos de raizes de sorgo (LM)

Figura 1. Efeito no percentual de germinacdo de sementes de soja sob doses de extratos de
raizes de sorgo.

Os modelos de equacfes ndo lineares permitiram estimar o percentual maximo
de reducdo de germinacdo de cada extrato de gendtipos de sorgo para as espécies
testadas. No primeiro experimento, os extratos dos genotipos BR 007 B, BRS 716 e
CMSXS 206 B, conseguiram suprimir respectivamente, 60%, 44% e 29% a germinacao
de sementes de soja.

A reducdo do IVG das sementes de soja, foi estimada atraves das equacdes em
93%, 87% e 68% dos extratos de BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B,

respectivamente.
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Figura 2. Efeito no IVG de sementes de soja sob doses de extratos de raizes de sorgo.

Em médias gerais, tanto o percentual de germinacdo (P = 0,0000; F = 33,742)
quanto o IVG (P = 0,000; F = 133,205) das sementes de soja foram afetados pelos trés
gendtipos de sorgo (Figura 1). BR 007 B teve maior potencial de inibicdo de
germinacao entre os trés genotipos, cerca de 18% em relagdo a CMSXS 206 B e 10%
em relacdo a BRS 716 (Figura 3 A). O IVG das sementes de soja também foi mais
afetado pelo genotipo BR 007 B em relacdo aos outros dois gendtipos (Figura 3 B). A
germinacdo das sementes de soja sob o efeito de BR 007 B foi 75% mais lenta que
CMSXS 206 B e 19% que BRS 716 (Figura 3 B). Estes resultados indicam que as
sementes sob o extrato de BR 007 B foram mais afetadas, demorando mais tempo para
germinar, uma vez que quanto maior o IVG menores foram os efeitos do extrato sobre
as sementes.

No segundo experimento, ndo houve efeito entre os trés genotipos de sorgo (P =
0,505; F = 0,698) e nem entre a interacdo dos trés genotipos e a variacdo das doses em
UM de sorgoleone (P = 0,837; F = 0,555) para o percentual de germinacdo. Apenas
houve efeito para a variacdo das médias das doses com um percentual maximo de

reducdo de germinacéo de cerca de 40% (Figura 4).
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Figura 3. Percentual de germinagdo (A) e IVG (B) de sementes de soja sob efeito extrato de
raizes de sorgo em uM.
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Figura 4. Percentual de germinagdo de sementes de soja sob efeito de extratos de raizes de
sorgo.

O IVG das sementes de soja foi afetado pela interacdo entre os trés genotipos de
sorgo e a variagdo das doses de extratos de raizes de sorgo em termos de sorgoleone (P
= 0,0000; F =5,227) (Figura 5). Segundo os modelos de equagdes néo lineares, as doses
padronizadas de sorgoleone reduziram o IVG das sementes de soja em 86%, 89% e 79%
pelos genotipos BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B.
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Figura 5. Efeito no IVG de sementes de soja sob doses de extratos de raizes de sorgo.

O IVG médio das sementes de soja apresentou diferenca estatistica entre
gendtipos de sorgo (p = 0,005; F = 6,395), sendo detectada diferenca entre a cultivar
CMSXS 206B para com BR 007 e BRS 716 que foram semelhantes (Figura 6). Estes
resultados indicam que, em solugdes padronizadas de sorgoleone, as sementes de soja
também sdo mais sensiveis aos compostos do extrato de BR 007 B que dos demais
extratos (BRS 716 e CMSXS 206 B), e que a acdo alelopatica pode estar ligada a
composicao de cada extrato e ndo especificamente ao sorgoleone.

Analisando os efeitos de residuos de duas cultivares de sorgo sacarino na soja
semeada em sucessdo em funcdo de intervalos de semeadura (0, 3, 6 e 9 dias) apds o
manejo do sorgo, Garcia e Sutier (2016) observaram que os residuos das cultivares de
sorgo sacarino prejudicaram o desenvolvimento da soja, com influéncia na atividade
fotossintética e arquitetura do sistema radicular, além de sintomas visuais. Com este
trabalho, estes autores concluiram que o intervalo de nove dias ap6s 0 manejo do sorgo

em vasos é suficiente para diminuir os efeitos fitotdxicos no crescimento da soja.
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Figura 6. IVG médio de sementes de soja sob efeito extratos padronizados em pM de
sorgoleone.

Biesdorf (2017) também avaliou o efeito alelopéatico do sorgo sobre a soja
cultivada em diferentes datas (0, 20, 40, 60 e 80 dias) ap6s a colheita do sorgo e
também sobre o comportamento da comunidade vegetal infestante. Concluiu que até 40
dias apds a colheita do sorgo a soja é afetada negativamente, apesar da produtividade
final ndo ter sido afetada, e que o cultivo do sorgo influenciou a fitossociologia e
reduziu em 30% a infestacdo de plantas daninhas na area.

Em bioensaios em casa de vegetacdo, Olibone et al. (2006) determinaram o
efeito no crescimento inicial da soja e na formacao do sistema radicular ao longo do
tempo da presenca de residuos de espécies de sorgo. Concluiram que presenca de
material de sorgo diminuiram a saturacdo por bases do solo, além de prejudicar o
crescimento da soja afetando partes aérea, radicular e menor acimulo de nutrientes pela
soja. Serafin (2007), por meio de bioensaios em laboratério, avaliou o potencial
alelopético de solugdes de baixas concentracGes de sorgoleone em varias espécies de
plantas daninhas e soja e trigo. Somente houve efeito inibitorio de germinacdo para as
culturas da soja, trigo e a planta daninha pic&o-branco (Galinsoga parviflora).
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2.3.2.2 Picdo-preto (Bidens subalternans)

No primeiro experimento, houve interacdo entre os trés gendtipos de sorgo e a
variacdo das doses de extrato de raizes do percentual de germinacéo (P = 0,0000; F =
11,435) e IVG (P = 0,0000; F = 18,415) das sementes de picdo-preto (Figuras 7 e 8).
Seguindo a estimativa dos modelos de equacdes nédo lineares que foram ajustadas para
cada genotipo, os extratos dos gendtipos BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B,
conseguiram suprimir, respectivamente, 73%, 64% e 63% da germinacdo de sementes
de picdo-preto. E a reducdo do IVG foi estimada em 73%, 71% e 54% dos extratos de
BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B, respectivamente, das sementes de picao-preto.
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Figura 7. Efeito no percentual de germinacdo de sementes de picdo-preto (Bidens subalternans)

sob doses de extratos de raizes de sorgo.

Neste mesmo ensaio, em médias gerais, 0s trés genotipos responderam
estatisticamente semelhantes (p = 0,205; F = 1,668) com média geral de inibicdo de
germinacdo de 48%. O IVVG médio entre os trés gendtipos diferiu estatisticamente (p =
0,000; F = 14,899), sendo o IVG médio das sementes de picdo-preto menos afetado pelo
genotipo CMSXS 206 B, em 18% em relacdo a BR 007 B e 11% a BRS 716 (Figura 9).
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Figura 8. IVG de sementes de picdo-preto (Bidens subalternans) sob doses de extratos de raizes
de sorgo.
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Figura 9. IVG de sementes de picdo-preto (Bidens subalternans) sob efeito de extratos de raizes

de sorgo.
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A analise de variancia verificou efeito significativo da interacdo entre os trés
genotipos de sorgo e a variagdo das doses de extratos no percentual de germinacéo (P =
0,0000; F = 15,251) e IVG (P = 0,0000; F = 1,55) das sementes de picdo-preto do
segundo experimento (Figuras 10 e 11). No segundo experimento, as doses
padronizadas de 50 uM de sorgoleone, através das equacBes ndo lineares, estimaram
uma reducéo do percentual de germinacdo das sementes de picdo-preto de 89,5%, 80%
e 73% dos extratos de BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B, respectivamente. O IVG
das sementes de picdo-preto foi reduzido em 96%, 86% e 69% pelos gendtipos BR 007
B, BRS 716 e CMSXS 206 B, respectivamente (Figura 12).
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Figura 10. Efeito no percentual de germinagdo de sementes de picdo-preto (Bidens
subalternans) sob doses de extratos de raizes de sorgo.

As médias das doses em UM de sorgoleone afetaram significativamente a
germinacao entre os trés genotipos de sorgo (p = 0,000; F = 14,899), com BR 007 B
inibindo cerca de 34% da germinacdo das sementes de picdo-preto e inibindo cerca de
22% a mais que os outros dois genoétipos (BRS 716 e CMSXS 206 B), que foram
estatisticamente iguais (Figura 12 A). Também houve efeito entre os trés genétipos de
sorgo quanto ao 1VG das sementes de picdo-preto, com BR 007 B reduzindo em 80% a
menor que BRS 716 e 46% que CMSXS 206 B (Figura 12 B).

36



Estes resultados indicam que, as sementes de picdo-preto sdo mais sensiveis aos
compostos do extrato de BR 007 B que dos demais, e que a acdo alelopética se deve a
composicao de cada extrato e ndo especificamente de apenas sorgoleone.

Serafin (2007) testou a acdo alelopatica de extratos de raizes de sorgo com
sorgoleone em varias espécies de plantas daninhas, incluindo picdo-preto, e a cultura da
soja. Doses de 0,05 mM de extratos com sorgoleone foram suficientes para reduzir o
percentual de germinacdo das sementes de soja, mas insatisfatdrias para a inibicdo da

germinacdo da espécie de picao-preto (SERAFIN, 2007).

14 ~
® BRO07B
O BRS716
12 A ¥ CMSXS 206 B
—— y=(11,4428%2,1213)/(2,1213+x) R>= 0,95
10 A —— y=(10,0271%27,6603)/(27,6603+x) R? = 0,79
—— y=(11,8194*7,2887)/(7,2887+x) R? = 0,97
8 -
Q ¢
> 61
4 -
2 -
O -

T T T T T T
0,0003,1256,250 12,500 25,000 50,000

Doses de extratos de raizes de sorgo (LM)

Figura 11. Efeito no IVG de sementes de picdo-preto (Bidens subalternans) sob doses de
extratos de raizes de sorgo.

Em laboratdrio, Barbosa (2018) concluiu que extratos aquosos de Dolichos lab
lab, Pachyrhizus sp. e Sorghum bicolor, isolados e em mistura, afetaram negativamente
a porcentagem de germinacdo, o indice de velocidade de germinacdo, o comprimento do
hipocdtilo e da raiz priméaria e a biomassa seca das plantulas de B. pilosa, com interacao

estatistica entre 0s extratos vegetais e 0 modo de preparo dos extratos aquosos.
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Figura 12. Percentual de germinacdo (A) e IVG (B) de sementes de picdo-preto (Bidens
subalternans) sob efeito extrato de raizes de sorgo em puM.

2.3.2.3 Brachiaria (Brachiaria decumbens)

No primeiro experimento, houve efeito na interacdo entre os trés gendétipos de
sorgo e a variacdo das doses de extratos tanto para o percentual de germinacao (P =
0,0000; F = 13,799) quanto o IVG (P = 0,001; F = 4,675) nas sementes de braquiaria
(Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Efeito no percentual de germinacdo de sementes de Brachiaria decumbens sob doses
de extratos de raizes de sorgo.
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Figura 14. Efeito no IVG de sementes de Brachiaria decumbens sob doses de extratos de raizes
de sorgo.

Aplicando os modelos de equagdes ndo lineares, o percentual maximo de
reducdo de germinacdo de cada extrato de genotipos, BR 007 B, BRS 716 e CMSXS
206 B conseguiram suprimir, respectivamente, 53%, 53% e 60% da germinacdo das
sementes de braquiaria. A redugdo do IVG foi estimada em 39%, 33% e 48% dos
extratos de BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B, respectivamente.

A interacdo entre os trés genoOtipos de sorgo e a variacdo entre as doses de
extratos de raizes sorgo em termos de sorgoleone foi significativa para o percentual de
germinacdo (P = 0,0000; F = 10,428) e IVG (P = 0,001; F = 4,348) das sementes de
braquiaria (Figuras 17 e 18). De acordo com as equacbes que foram ajustadas, no
segundo experimento, as doses padronizadas de sorgoleone, através das equacdes ndo
lineares, estimaram uma reducédo do percentual de germinacdo das sementes de 58%,
43,0% e 64% dos extratos de BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B respectivamente
(Figura 17).

As doses padronizadas de sorgoleone reduziram o IVG das sementes de
braquiaria em 41%, 40% e 45% pelos genotipos BR 007 B, BRS 716 e CMSXS 206 B
(Figura 18).
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Figura 15. IVG de sementes de Brachiaria decumbens sob efeito de extratos de raizes de sorgo.

Ao se testar os extratos em termos de sorgoleone, dos trés genoétipos de sorgo,
houve diferenca no percentual de germinacdo (P = 0,0000; F = 87,718) e IVG (P =
0,0000; F = 23,819) das sementes de braquiaria (Figura 16). CMSXS 206 B inibiu o
percentual de germinacdo cerca de 41% a mais que BRS 716 e 8% que BR 007 B
(Figura 16 A). O IVG das sementes de braquiaria sob o extrato de CMSXS 206 B foi
34% menor que BRS 716 e 17% que BR 007 B (Figura 16 B).
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Figura 16. Percentual de germinacéo (A) e IVG (B) de sementes de Brachiaria decumbens sob
efeito extrato de raizes de sorgo em pM.
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Comumente, os estudos abordam os efeitos alelopaticos que as espécies de
braquiérias exercem sobre outras espécies. Carvalho et al., (2016) avaliaram os efeitos
das palhas de plantas de cobertura como crotalaria (Crotalaria anagyroides H.B.K.),
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis (L.) DC) e guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp) e
poéceas aveia-preta (Avena strigosa Schieb), sorgo cv. BRS 506 e milheto variedade
BRS 1501 no controle da populacdo de braquidria cv. Marandu em &rea de campo.
Apenas as palhas de milheto e feijdo-de-porco apresentaram efeito alelopatico negativo
nas plantas de braquiaria (CARVALHO et al., 2016).

100 ~
® BRO07B
O BRS716
W CMSXS 206 B

—— y=(77.3603*43,5711)/(43,5711+x) R* = 0,68

90 -

—— y=(90.4625%83,6444)/(83,6444-+x) R* = 0,99

80 -

—— y=(80,1286*53,6691)/(53,6691+x) R* = 0,79

70 ~

%G

60 -

50 -

40 A

30 T T T T T 1

0,000 3,125 6,250 12,500 25,000 50,000

Doses de extratos de raizes de sorgo (uM)

Figura 17. Efeito no percentual de germinacdo de sementes de Brachiaria decumbens sob doses
de extratos de raizes de sorgo.

Um trabalho semelhante foi desenvolvido por Einhellig & Souza (1992), em que
determinaram o potencial fitotoxico de extratos de sorgo com sorgoleone sob plantas
daninhas, e concluiram que dosagens de 125 pM de sorgoleone reduziram o
alongamento radicular de Eragorstis tef, e doses de 50 uM de sorgoleone atrofiaram o
crescimento de Lemna minor L. Os autores concluiram ainda que solugdes de extratos
de raizes de sorgo com sorgoleone reduziram o crescimento das varias plantas daninhas
testadas, tanto monocotiledénea quanto eudicotiledoneas (EINHELLIG & SOUZA,
1992).
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Figura 18. Efeito no IVG de sementes de braquiaria sob doses de extratos de raizes de sorgo.

Os resultados encontrados neste trabalho revelaram sorgoleone como um potente
inibidor de germinacdo e crescimento de plantas que pode estar envolvido na questéo
alelopatica das plantas de sorgo. Sorgoleone em baixas concentragfes reduziu
significativamente o potencial de germinacdo e IVG das sementes das espécies de soja,
picdo-preto e braquiaria, afetando tanto folha larga quanto estreita. Estes resultados sao

importantes pois confirmam a agdo fitotoxica de sorgoleone em espécies diferentes.

2.4. Conclusodes

S80 necessarias baixas doses de sorgoleone para causar efeito fitotoxico no
percentual de germinacdo e IVG de sementes de soja, picdo-preto e braquidria em
condic@es de laboratdrio.

BR 007 B causou maiores efeitos alelopaticos sob sementes de soja e picao-
preto, j& CMSXS 206 B causou sob a espécie de braquiaria, sendo entdo necessarios
mais estudos para se entender se ha alguma relagdo entre a composi¢do quimica dos

gendtipos de sorgo e as caracteristicas botanicas das espécies receptoras.
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