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RESUMO - O controle de plantas daninhas de forma agroecoldgica se faz necessario uma vez que os herbicidas
530 hoje uma das maiores causas de contaminagdo do homem e do ambiente. Este estudo objetivou identificagdo e
quantificagdo de sorgoleone a partir de trés genotipos de sorgo e a avaliagdo da acdo desses extratos na germinagao
de sementes de milho, corda-de-viola e alface. A obtengdo dos extratos utilizados foi a partir de 200 raizes/genétipo.
A quantificagdo dos extratos foi realizada por LC-MS/MS. Foram avaliados a porcentagem de germinagdo e o
indice de velocidade de germinagdo de sementes de milho, corda-de-viola e alface. Os tratamentos foram dispostos
em delineamento inteiramente casualizados, com trés repeticdes por 7 dias no escuro. Nao ha relacdo direta entre a
producdo de massa de extrato e a quantidade de sorgoleone produzido. A produgao total de extratos a partir de raizes de
plantulas de sorgo e a concentragao de sorgololeone no tecido celular sdo variaveis entre genotipos de sorgo. Extratos
com sorgoleone ndo afetaram a germinagdo e o indice de velocidade de germinagdo de sementes de milho. Apenas o
indice de velocidade de germinagdo de sementes de alface foi alterado pelos extratos de sorgo. A germinagdo e o indice
de velocidade de germinagao da espécie corda-de-viola sao afetados por extratos com sorgoleone.

Palavras-chave: efeito alelopatico, exsudato radicular, sorgoleone.

SORGHUM EXTRACTS ACTION IN CORN SEED GERMINATION,
LETTUCE AND MORNING GLORY (Ipomoea sp.)

ABSTRACT - An agroecological weed control is desired once nowadays herbicides are the major causes of
contamination of the environment. This work describes the identification and quantification of sorgoleone (SGL) from
three sorghum genotypes. The activity of these extracts on the germination of maize, morning glory (lpomoea sp.)
and lettuce seeds was availed. The extracts were obtained from 200 roots/genotype. The quantification was done
by LC-MS/MS procedure. The germination percentage (%G) and germination rate index (IVG) contents of maize,
morning glory and lettuce seeds were evaluated, and the treatments were arranged in a completely randomized design,
with three replicates for 7 days in the dark. There is no direct relationship between the mass production of extract and
the amount of SGL produced. The total yield of extracts from sorghum seedlings roots, and the concentration of SGL
in the cell tissue are variable among sorghum genotypes. Extracts with sorgoleone did not affect the germination and
IVG of corn seeds. Only the IVG of lettuce seeds was altered by sorghum extracts. The germination and IVG of the
morning glory species are affected by extracts with SGL.

Keywords: allelopathic effect, root exudates, sorgoleone.
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A busca por uma agricultura sustentdvel com
produtos mais saudaveis que proporcionem uma sat-
de melhor implica a redugdo do uso de pesticidas, que
¢ uma acdo de extrema importancia e urgéncia. Entre-
tanto, os problemas fitossanitarios estdo presentes nas
lavouras e precisam ser manejados. Como exemplo,
temos a interferéncia causada pelas plantas invasoras,
as quais causam perdas consideraveis na conducao
das grandes culturas (Silva et al., 2017), promovendo
o alto consumo de herbicidas (Sindicato Nacional da
Industria de Produtos para Defesa Vegetal, 2013), que
muitas vezes sao aplicados da forma incorreta, conta-
minando o meio ambiente (Queiroz et al., 2011). Por
esse motivo, torna-se necessario o desenvolvimento
de novas tecnologias para o controle eficaz destas,
com o menor impacto possivel no ambiente.

Uma alternativa ¢ a utilizacdo de substancias
alelopaticas (Trezzi et al., 2005; Lima et al., 2016;
Borella et al., 2017), ou seja, substancias que causam
interferéncia no desenvolvimento de plantas e que
poderiam ser empregadas na agricultura com o ob-
jetivo de suprimir o desenvolvimento de plantas in-
vasoras efetuando assim o seu controle. De acordo
com Netzly e Butler (1986), o sorgoleone, substancia
proveniente do metabolismo secundario de plantas de
sorgo, ja foi observado causando efeito deletério em
plantas. Por esse motivo esta substancia vem sendo
estudada no manejo de plantas daninhas, como uma
forma de controle alternativo, com menos agressivi-
dade ao meio ambiente (Serafin, 2007), bem como no
desenvolvimento de novos modelos de herbicidas na-
turais (Dayan et al., 2007).

Assim, ¢ de suma importancia a realizagdo de
estudos que determinem os efeitos do sorgoleone so-
bre plantas daninhas. Portanto, o objetivo do estudo
foi identificar e quantificar o composto sorgoleone

presente no exsudato radicular de 3 gendtipos de sor-

g0, de caracteristicas agronomicas distintas, e realizar
uma avaliagdo prévia destes extratos na germinacao
de espécies.

Os experimentos foram realizados na Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas-MG, nos laboratorios
de Agroquimica e de Manejo de Plantas Daninhas e
Dinamica de Herbicidas da Embrapa Milho e Sorgo.
Os reagentes utilizados foram cedidos pelo laboratorio
de Agroquimica, e as sementes dos genotipos de sorgo
utilizados, BRS 716, BR 007 B e CMSXS 206 B, ce-
didas pelo banco de sementes da Embrapa. Para deter-
minar a quantidade de sorgoleone nos tratos avaliados,
foi necessario um padrao analitico conhecido, que foi
cedido pelo laboratdrio de Agroquimica da Embrapa.

O primeiro experimento constou da quantifica-
c¢do de sorgoleone, proveniente de extrato de raizes de
3 genotipos de sorgo (BRS 716, BR 007 B e CMSXS
206 B). Foram separadas 200 sementes de cada ge-
nétipo em duplicata, que passaram por procedimento
de desinfecgdo e germinacdo, segundo metodologia
de Franco et al. (2011). Apos os sete dias, as raizes
foram destacadas e foi obtido seu peso fresco. Cada
grupo de 200 raizes foi mergulhado por 5 minutos em
solucdo extratora de acido acético glacial em diclo-
rometano na concentragdo de 0,0025% v/v, filtrada
em algodao, e o solvente concentrado, em evaporador
rotatério a 30 °C. Posteriormente, obteve-se a massa
seca das raizes apos a secagem em estufa a 65 °C
por 72 horas.

Os extratos obtidos foram analisados em um
sistema de cromatografia liquida Surveyor, acopla-
do ao espectrometro de massas da Thermo Scienti-
fc, modelo TSQ Quantum Access Max quadrupolo
de triplo estagio LC-MS/MS. A fase moével utilizada
foi solugdo de acido acético 0,1% (v/v) e acetonitri-
la na propor¢ao de 25:75 no modo negativo em um

fluxo de 0,4 mL por minuto. A coluna utilizada foi
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uma C18 da ACE Gold, 2,1 x 150 mm, tamanho de
particula de 3 um. A temperatura do forno da coluna foi
de 30 °C e o volume de injecdo das amostras foi de
10,0 pL. Os parametros de espectrometria de massas
utilizados foram: modo negativo, voltagem de 4 kV,
temperatura de vaporizagdo de 350 °C, temperatura
de capilar de 270 °C, gas de secagem em vazao de 8
litros por minuto. Para a construgdo da curva anali-
tica foi utilizado um padrio purificado de sorgolone
obtido pelo Laboratorio de Agroquimica nas concen-
tracdes de 150, 300, 450, 600, 750, 900 ppb de sor-
goleone em metanol com um R? =0,999. A deteccao
do teor de sorgoleone nos exsudatos foi realizada pela
comparacao do tempo de retengdo do padrao pelo ion
molecular m/z 357. As transi¢Oes utilizadas foram:
357 —123,090 (234) (quantificacdo), 357 — 137,
110 (220) e 357 — 164,970 (193) (confirmagdo).
Avaliaram-se a producao total de extratos das 200 ra-
diculas dos trés gendtipos de sorgo pela massa seca
de radiculas e a producao de sorgoleone. As variaveis
testadas foram submetidas a analise de variancia pelo
teste F e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia pelo programa SISVAR 5.6.

O segundo experimento constou da avaliagdo
dos efeitos dos extratos com sorgoleone, provenien-
tes de radiculas dos 3 gendtipos de sorgo, sobre a ger-
minagao e o crescimento inicial de sementes de milho

(Zea mays), que foram obtidas pelo banco de semen-

tes da Embrapa Milho e Sorgo; da espécie daninha
corda-de-viola (Ilpomoea sp.), cujas sementes foram
coletadas na area experimental da unidade agrope-
cuaria; e alface (Lactuca sativa), como espécie bioin-
dicadora. Os extratos foram diluidos com alcool P.A.
95%, obtendo-se solugdo estoque e, a partir desta,
houve 5 dilui¢des seriadas que foram utilizadas como
tratamentos (6,25; 12,5; 25 ¢ 50 € 100%) (Tabela 1), e
duas testemunhas: apenas agua destilada e outra com
o solvente alcool. Foi realizado um teste de potencial
osmotico (dados ndo apresentados) em que ndo houve
efeito osmotico nas solugdes testadas.

Foram pipetados 3 ml de solucdo de extra-
to diluido em alcool em caixas gerbox de 250 ml
(11x11x3,5 cm) de acrilico, forradas com papel-filtro
autoclavado, e aguardou-se 12 horas para a completa
evaporagao do solvente. Foram colocadas 25 sementes
de cada espécie. Os experimentos foram desenvolvidos
em camara de germinagdo, durante 7 dias no escuro e
com temperatura média de 27 °C. As sementes foram
contadas diariamente e foram consideradas germina-
das aquelas com extensdo radicular igual ou maior a
2 mm (Juntila, 1976). A partir dos resultados obtidos,
calcularam-se as variaveis indice de velocidade de ger-
minacgdo (IVG) e porcentagem de germinacao (%G).
O delineamento utilizado foi completamente casuali-
zado com 3 repetigdes. Os valores de germinabilida-

de foram transformados por arc senyx/100 e os dados

Tabela 1 - Concentragdes dos extratos de raizes de plantulas de sorgo a serem testadas.

Concentracoes testadas (ppm)

Proporcdes (%) BRS 716 BR 007 B CMSXS 206 B
100 138,94 79,68 4930
50 69,47 39,84 24,65
25 34,73 19,92 12,33
12,5 17,37 9,96 6,16
6,25 8,68 4,98 3,08
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foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey, ambos
com 5% de significancia pelo programa SISVAR.

No primeiro experimento, ndo houve diferen-
ca significativa entre a producdo de massa de extrato
produzido pelas 200 radiculas dos trés genotipos (F =
0,199; P=10,829), mas foi significativa a diferenca en-
tre o peso de extrato por massa seca de raiz (Tabela2).

Quanto a quantidade de sorgoleone contida nos
extratos, houve diferenca significativa entre os trés ge-
nétipos avaliados com F= 60,374 ¢ P=0,0037, sendo o
genotipo BRS 716 com maior teor de sorgoleone, se-
guido de BR 007 B e CMSXS 206 B (Tabela 3). A va-
riacdo de producao de sorgoleone entre os genotipos foi
cerca de 64,5% entre o menor produtor (CMSXS 206
B) e 42,6% entre o mediano (BR 007 B). Este resulta-
do corrobora com os trabalhos de Nimbal et al. (1996),
Ferreira et al. (1999), Trezzi et al. (2005), Uddin et
al. (2009), Franco et al. (2011) e May et al. (2016),
que também constataram que existe variagdo entre a
quantidade de producgdo de sorgoleone nas raizes em
diferentes genotipos de sorgo. A diferenca encontrada
na quantidade de sorgoleone produzida em fungao de
cultivares de sorgo deve-se provavelmente as caracte-
risticas genéticas de cada cultivar, além das condigdes
de ambiente, em particular a quantidade de agua dis-

ponivel para os pelos radiculares, idade vegetal, meio

ambiente (Hess et al., 1992; Alsaadawi et al., 2015).
Também foi significativa a quantidade de sorgoleone
pela massa seca de raizes, ou seja, a concentragdo de
sorgoleone no tecido radicular, com F= 70,589 ¢ P=
0,003 com uma diferenca de 62% entre a maior € menor
concentragao (10,89 a 28,61 mg g' SGL MSR™!) (Ta-
bela 2). Trabalhos como o de Nimbal et al. (1996), que
avaliaram 25 genotipos de sorgo, e Trezzi et al. (2005),
que avaliou 41 genotipos de sorgo, observaram valo-
res de producdo entre 0,4 e 10,7 mgl00 radiculas™.

De acordo com a literatura, o composto sor-
goleone ¢ predominante em extratos hidrofobicos de
raizes de plantulas de sorgo. Assim, neste trabalho,
dos trés genotipos testados, chegou-se a conclusao de
que 74,43% (BRS 716), 82, 17% (CMSXS 206 B) e
38,56% (BR 007 B) da constituicdo da massa seca do
extrato ¢ sorgoleone. Apenas o genotipo BR 007 B
apresentou um resultado diferente quando comparado
aos teores de sorgoleone encontrados pelos trabalhos
de Nimbal et al. (1996); Trezzi et al. (2005); Fran-
co (2011), que concluiram que cerca de 73 a 99% da
massa constituinte de um extrato de raizes de plantu-
las de sorgo ¢ sorgoleone. Ferreira et al. (1999) encon-
traram para o gendtipo BR 007B 93% de sorgoleone no
extrato, porém com menor producdo (11,4 mg de SGL
g MSR"). Portanto, o resultado para esse genotipo
devera ser repetido para a verificagdo do resultado,

Tabela 2 - Genotipos de sorgo utilizados, caracteristicas agronomicas, produgdo de extratos em 200 raizes,

determinadas a parir de sementes germinadas em caixas gerbox, em camara de crescimento. Embrapa Milho

e Sorgo, Sete Lagoas-MG, 2017.

Genotipo Caracteristicas Massa seca 200 raizes Producao total de extratos
(MSR) (g) (mg 200 radiculas™)
BRS 716 Biomassa 0,366 + 0,06 14,0 A
BR 007 B Sacarino 0,356 £ 0,06 15,5B
CMSXS 206 B Forrageiro 0,341 £ 0,05 45C
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Tabela 3 - Genotipos de sorgo utilizados, massa de sorgoleone (SGL) encontrada em cada gendtipo,

concentracao de SGL por massa seca de 200 radiculas. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, 2017.

Gen6tipo Sorgoleone (mg) mg g” (SGL MSR™)
BRS 716 10,42 A 28,61 A
BR 007 B 598 B 16,71 B
CMSXS 206 B 3,70 C 10,89 C

SGL = Sorgoleone
MS = Massa seca a 65 °C

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

uma vez que a concentragdo de sorgoleone podera ser
influenciada pela quantidade de dgua disponivel (Ud-
din et al., 2010). Para o genotipo BRS716, o resulta-
do encontrado foi aproximadamente o triplo do teor
encontrado para o genotipo CMSXS 206B e muito
proximo ao valor encontrado por May et al. (2016),
que foi 32,76 mg de SGL/g MSR™). E interessante ob-
servar que os genotipos de sorgo variam ndo somente
na quantidade de sorgoleone produzida, mas também
em sua pureza. Estes resultados contribuem para o
esclarecimento dos dados obtidos por Alsaadawi et
al. (2015), que encontraram consideraveis diferencas
alelopaticas entre exsudatos de diferentes genotipos
de sorgo. Assim, o conhecimento da variabilidade da
produgdo de extrato e da concentragdo de sorgoleone
contida nele possibilita a escolha da melhor cultivar
para futuros testes em laboratério e em campo.

No segundo experimento, ndo houve diferenga
significativa entre as testemunhas (agua e etanol) para
nenhuma das trés espécies testadas, mostrando que nao
hainterferénciado alcool paraos parametros avaliados.

Também ndo foram significativos os testes F
para os parametros germinagao (%G) (F = 0,54; P =
0,902) ¢ indice de Velocidade de Germinagio (IVG)
(F = 1,53; P = 0,144) das sementes de milho tanto
entre suas testemunhas quanto entre os 3 genotipos
e as 5 concentragdes (Figura 1). Mas observa-se uma

leve inibicdo de germinacdo nas 5 concentragdes do

gendtipo CMSXS 206 B em relagdo aos outros dois
genotipos (BRS 716 e BR 007 B) (Figura 1).

Quanto as sementes da espécie corda-de-vio-
la, houve diferenga significativa do genotipo CMSXS
206 B para as testemunhas e os outros dois genotipos
de sorgo (BRS 716 ¢ BR 007 B), para as varidveis
%G (F = 14,12; P < 0,0001) e IVG (F = 14,37; P <
0,0001) (Figuras 2 ¢ 3). Em relagdo a média das tes-
temunhas, o IVG variou a mais em 66; 66; 68 € 65%
nas proporgdes de 6,25; 12,5; 25 e 50%, respectiva-
mente. A analise destes dados remete que CMSXS
206 B atrasa a germinagdo de sementes de corda-de-
viola em comparagdo aos outros genotipos de sorgo,
entretanto, ha um aumento do numero de sementes
germinadas (Figuras 2 e 3).

Nao houve diferenga na porcentagem de ger-
minagdo de sementes de alface (F=1,35; P =0,2237)
em relagdo as testemunhas e a concentragdes e ge-
notipos. Estes dados se assemelham aos resultados
encontrados por Trezzi et al. (2005), quem também
testou a agdo alelopatica de extrato de sorgo contendo
sorgoleone em sementes de alface. J& para a varidvel
IVG houve diferenga entre as concentragdes de 6,25;
12,5; 25, 50 ¢ 100% do gendtipo CMSXS 206 B (F =
4,54; P=10,0001) para as testemunhas e as concentra-
¢oes dos outros dois extratos de raizes de sorgo (BRS
716 e BR 007 B) (Figura 4). O tratamento 17 (100%
CMSXS 206 B) teve maior valor de IVG (Figura 4).
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Figura 1-Porcentagem de sementes de milho germinadas sob o efeito de extratos de raizes de plantulas de
sorgo dos genotipos BRS 716, BR 007 B, CMSXS 206 B em 5 concentragdes durante 7 dias no escuro. Os

dados foram retransformados para porcentagem. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, 2017.
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Figura 2-Porcentagem de sementes germinadas das espécies de corda-de-viola e suas respectivas testemunhas,
sobre o efeito de extratos de raizes de plantulas de sorgo dos genotipos BRS 716, BR 007 B, CMSXS 206 B
em 5 concentragdes durante 7 dias no escuro. Os dados foram retransformados para porcentagem. Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, 2017. Letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

de significancia.
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Figura 3-Indice de velocidade de germinagio de sementes de corda-de-viola e suas respecivas testemunhas,
sobre o efeito de extratos de raizes de plantulas de sorgo dos genotipos BRS 716, BR 007 B, CMSXS 206 B
em 5 concentragdes durante 7 dias no escuro. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, 2017. Letras iguais,

na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 4-indice de velocidade de germinagdo de sementes de alface e suas respecivas testemunhas, sobre o
efeito de extratos de raizes de plantulas de sorgo dos genétipos BRS 716, BR 007 B, CMSXS 206 B em 5
concentragdes durante 7 dias no escuro. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, 2017. Letras iguais, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Os extratos produzidos por raizes de sorgo po-
dem ter efeito residual quando os valores de IVG sdo
maiores. Segundo Ferreira & Aquila (2000), a germi-
nacdo € menos sensivel as substancias aleloquimicas
do que o crescimento e desenvolvimento da plantula.
Nesse sentido, sementes com valores de IVG maio-
res, demoram mais tempo para germinar, apresentan-
do menores tamanhos e anormalidades que podem
resultar de efeitos reduzidos e podem ficar mais sus-
cetiveis a estresses, tendo menor chance de competir

por recursos.
Conclusoes

Nao ha relacdo direta entre a producdo de mas-
sa de extrato e a quantidade de sorgoleone produzi-
da. A produgido total de extratos a partir de raizes de
plantulas de sorgo e a concentracdo de sorgoleone no
tecido celular sdo varidveis entre genotipos de sorgo.

Extratos com sorgoleone ndo afetaram a germi-
nacao e o IVG de sementes de milho. Apenas o IVG
de sementes de alface foi alterado pelos extratos de
sorgo. A germinacdo e o IVG da espécie corda-de-

viola sdo afetados por extratos com sorgoleone.
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