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RESUMO

A andlise quimica do exsudato
radicular do sorgo resultou na identificacdo
da quinona sorgoleona 1 e da dii droquinona
2, cCOmMO seus principais constituintes. Em
testes in vitro, uma solugdo a 20 uM do
exsudato causou reducdo de 13,1% no
crescimento radicular de Lactuca sativa L.

Em um sistema de cultura hidroponico
recirculante, o exsudato radicular produzido
por quatro plantas de sorgo causou uma
reducdo de 62,4% na area foliar da alf ace, 33
dias apds o plantio.

Palavras chave: aeopatia, Sorghum
bicolor, sorgoleona, Lactuca sativa.

ABSTRACT

Chemical characterization and allelo pathic effects of radicular exudates of plants of
sor ghum over lettuce leaves

A chemical analysis of the Sorghum
bicolor root exudate lead to the identificati on
of the quinone sorgoleone 1 and the
corresponding dihydroquinone 2 as the major
components. An in vitro e€ssay have shown
that at the concentration of 20 uM this
exudate caused a 13.1% reduction on
the

radicular growth of Lactuca sativa L. In a
recircul ating hydroponic culture system, the
exudat e produced by the roots of four plants
of sorghum caused a 62.4% reduction on the
lettuce leaf area after 33 days of planting.

Key words: aleophathy, Sorghum
bicolor, sorgoleone, Lactuca sativa.

INTRODUCAO

O sorgo tem sido muito mencionado
na literatura por promover  efeitos
prejudiciai s as plantas cul tivadas
imediatamente apds sua colheita (Stafford,
1964; Guenzi & Mccdla, 1966; Panasiuk et
al., 1986 e Einhellig & Rasmussen, 1989).
Seu potencid aelopdtico pode ser
relacionado a diversidade de substéncias
produzidas por seu metabolismo

secundario. Somente na década passada, no
entanto, nos exsudatos radiculares das
plantulas de sorgo é que foi identificada a
quinona, denominada sorgoleona, e que
possui elevadissima atividade bioldgica
(Chang et al., 1986).

A grande expressdo hiolégica da
sorgoleona foi observada por Einhellig &

Souza (1992), que obtiveram efeitos
inibitérios do crescimento radicular em
varias

! Recebido para publicagio em 06/02/97 e na forma revisada em 08/12/98.

2 CNCO-EMBRAPA, Fazenda Trés Lagoas, km4, C.P. D-10, CEP 26011-970, Sobral/CE.
% Professor Adjunto, Dept® de Fitotecnia da UFV. CEP 36571-000, Vigosal MG.

* Professor Adjunto, Dept° de Agriculturada UFLA. CEP 37200-000, Lavrag MG.

® Professor Adjunto, Dept® de Quimicada UFV. CEP 36571-000, VicosalMG.

Planta Daninha, v. 16, n. 2, 1998

153



T.L.M. Barbosaer al.

espécies de plantas daninhas usando uma
solucdo nutritiva com concentracdo de
sorgoleona de 10 uM, pois a maioria dos
compostos aelopati cos conhecidos sdo ati vos
numa concentracdo 10 a 100 vezes maior.

As plantas exsudam naturalmente
compostos organicos, aguns dos quais
possuem propriedades aelopéticas. As
guantidades produzidas desses compostos
variam de acordo com a espécie e idade das
plantas e ainda com as condi¢fes nas quais as
plantas se encontram. De acordo com os
estudos realizados, ndo € possivel afirmar se
as substdncias alelopéticas encontradas no
solo provém diretamente das raizes ou sdo
produzidas pel os microrganismos associ ados,
ou resultam da decomposicdo de residuos
orgénicos, nos quais incluem-se as células
mortas das rai zes (Ei nhellig, 1986).

Para o estudo in vivo de exsudatos
radiculares do capim hermatria (Hermathria
altissima) Tang & Young (1982)
desenvolveram metodologia que utiliza um
circulador de solugdo nutritiva irrigando
continuamente o sistema radicular da planta.
Este método utiliza uma coluna contendo
resina hidrofébica capaz de adsorver
metabdlitos liberados pelas raizes. Tal
método de coleta mostrou-se atamente
eficiente quando comparado aos métodos
convencionais de extracdo direta usando
solventes, uma vez que o sistema radicular
ndo foi danificado nem  ocorreram
interf erénci as de microrganismos em raz&o da
esterilizacdo do solo. Netzly & Butler (1986)
verificaram a natureza das substéncias dos
exsudatos radiculares do sorgo e observaram
a aividade biol6gica, confirmando o
potencial de inibicdo do crescimento em
algumas espéci es.

Este ensaio objetivou identificar os
constituintes quimicos dos exsudatos
radiculares do sorgo ‘BR 007A°’ e avaliar seus
efeitos alelopaéti cos, sobre a alf ace ‘AG 549°.
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MATERIAL E METODOS

Eficiéncia de exsudatos

radiculares

producio de

Sementes de sorgo ‘BR 007A’, obtidas
do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo (CNPMS), foram germinadas sobre
papel germiteste em placas de Petri de 9 cm
de didmetro, na proporcdo de dez sementes
por placa, a aproximadamente 25°C. Apos
sete dias, as raizes dessas plantulas foram
submersas por doi s segundos em uma sol ugdo
de &cido acético em diclorometano (0,25%
v/v, 100 ml). Apés completa evaporacdo do
sol vente a temperatura ambiente, 0 exsudato
foi obtido como um residuo alaranjado escuro
(adaptado de Netzly et al., 1988).

Caracterizacio quimica

A purificagho do exsudato por
cromatografia em camada delgada foi
realizada aplicando-se 20 mg do exsudato (em
1,0 ml de diclorometano) em uma placa de
silica gel medindo 10 x 20 cm e espessura de
1 mm, fazendo-se a eluicdo com uma mistura
de metanol : éter etilico (2:98 v/v).

O composto, com fator de retencdo
(Rf) de 0,75, foi extraido com metanol e,
apbs evaporacdo do solvente, obteve-se um
residuo alaranjado- escuro.

Antes e ap6s a purificacdo, o exsudato
foi submetido a caracterizagdo  por
espectroscopia no infravermelho. O espectro
no infravermelho foi obtido em pastilha de
KBr, em um aparelho Shimadzu IR408. O
espectro da amostra antes e apds a
purificagdo foram praticamente idénticos,
sugerindo que o exsudato era composto por
um componente principal. Este espectro
apresentou as seguintes absorcdes principais.
3300 (OH), 3020, 2940, 2850, 1670 (C=0),
1600 (C=C), 1450, 1200 e 700 cm™.

O espectro de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RM N de H) foi obtido
em um aparel ho Bruker WM 300 (300 MHz),
no Departamento de Quimica da UNICAMP,
utilizando-se CDCl; como solvente e
tetrametiIsilano como padréo interno.
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Ensaio em laboratorio

A avaliacdo dos efeitos alelopéti cos
dos exsudatos radiculares do sorgo, col etados
em condicbes de laboratério, foi realizada
semeando-se dez sementes de aface 'AG
549’ sobre dois discos de papel germiteste
acondicionados em placas de Petri com 9 cm
de diametro, sendo os papéis e as placas
previamente autoclavados. As sementes de
alf ace foram desinf ectadas pel a imersio por 1
minuto, em sol ugdo de hipoclorito de sédio a
25%, seguida de lavagem em &gua
desmineralizada. Sete dias apds a semeadura,
foram col etados os exsudatos radiculares do
sorgo  ‘BR  007A’ O ddineamento
experimental foi em blocos casual izados, com
quatro repeti cbes e os tratamentos constaram
de cinco concentracBes de sorgol eona (0; 5;
10; 15 e 20 uM), cujo controle foi o metanol
utilizado como veiculo para os exsudatos
radiculares de natureza hidrofébica As
concentragbes foram aplicadas sobre os
discos de papel germiteste, no volume de
3 ml da solucdo de sorgoleona em metanol.
Aproximadamente 15 horas apds a aplicacéo
da solucdo de metanol, as placas que ficaram
destampadas para evaporagdo do metanol
receberam 4ml de agua desmineralizada e
autoclavada e, em seguida, foi realizada a
semeadura da aface. As avaliagbes foram
feitas seis dias ap6s a semeadura,
considerando o comprimento radicular e
comprimento do hipocétilo das plantulas de
aface. Foram feitas analises de variancia (em
anexo) dessas caracteristicas e de regressio
linear para o comprimento radicular e do
hipocotil o.

Ensaio no circulador de solucio nutritiva
em casa-de-vegetacio

Instalacido do circulador de soluc¢io nutritiva

A avaliagdo dos efeitos aelopédticos
dos exsudatos radiculares do sorgo foi
realizada utilizando-se o sistema de
circulacdo continua de solugdo nutritiva
(Figural). A estrutura fisica, para suporte do
circulador, foi construida em madeira,
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medindo 1,20 m e 0,60 m na maior e menor
aturas, respectivamente, e 1,60 m de largura

Na construcdo do circul ador, todos o0s
materi ais usados eram de natureza inerte, tai s
como 0s vasos de borossilicato de 3 e 5 L
paa as plantas de sorgo e aface,
respectivamente, e tubulacbes de silicone e
teflon medindo 6 mm de diametro interno.
Como substrato, utilizou-se areia lavada e
col ocada sobre uma peneira de teflon, que foi
localizada na saida do gargao do vaso e
coberta por uma fina camada de |1a de vidro
silani zada e uma camada de brita de origem
granitica. As conexBes foram feitas com
tubos de vidro. Os vasos foram distri buidos
em forma de degraus, para que as plantas de
sorgo ficassem num nivel superior ao das
plantas de alface, durante o funcionamento
do circul ador de sol ugdo nutritiva.

O volume inicial da solugdo nutritiva,
20%, de Hoagland & Arnon (1950),
suficiente para o equipamento funcionar, foi
de 2.200 ml. A vazdo foi controlada em dois
pontos no circul ador, sendo um no nivel mais
inferior da tubulacdo e o outro na maior
atura do sistema circulante. O fluxo foi
mantido constante de modo que sua vazao foi
de 600 ml h™, o que foi conseguido por meio
de presihas de metal conectadas as
mangueiras de silicone que uniam as
tubulagbes nos pontos mencionados. A
guebra da col una de ar, no interior dos tubos,
foi obtida por meio de compressores de ar de
6,2 W.

O fluxo da solucéo foi controlado por
uma presil ha locali zada entre a tubulagéo de
vidro que sai do vaso a um nivel mai s baixo
do sistema e a conexdo em forma de ipsilon.
O ponto onde o controle do fluxo foi mais
preciso situou-se antes da abertura dupla do
ipsilon, pois uma extremidade desta conexao
recebe a solugdo circul ante enquanto a outra
recebe o0 a proveniente do compressor.

Cal cul ou-se 0 volume de reposi ¢do da
solucdo nutritiva que, nesse ensaio, foi
acompanhada por medi¢cbes em cada par cel a,
possibilitando que todos os tratamentos
recebessem o mesmo vol ume.
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FIGURA 1. Circul ador de solucédo nutritiva (adaptado de TANG e YONG, 1982) para estudos
de interacdes alelopadti cas entre plantas por mei o de exsudatos radiculares.
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Esse guste do volume foi
possibilitado pelo uso de uma tubulacdo,
descrita na ilustragéo do trabalho de Tang &
Young (1982).

A soluc¢a o nutritiva

A solugdo nutritiva utilizada foi a de
Hoagland & Arnon (1950) diluida cinco
vezes, modificada quanto a concentracdo de
ferro, e gustada para pH 5,5. A solucéo foi
preparada com é&gua deionizada e sais p.a.,
com a seguinte composicdo: 3,0 mM de N
(2,8 mM como NO7; e 0,2 mM como NH,");
02 mM de P, 1,2 mM de K; 0,8 mM de Ca
0,4 mM de Mg; 0,4 mM de S; 30,4 uM de Fe;
9,26 uM de B; 0,06 uM de Cu; 1,82 uM de
Mn; 0,16 uM de Zn € 0,02 uM de Mo.

A reposicdo do volume da solugdo
nutritiva, consumido pel as plantulas de sorgo
e dface ou por evapotranspiragcdo, foi
realizada adicionando-se 100 a 200 ml em
cada vaso com a planta de af ace, duas vezes
ao dia, de acordo com 0 maior consumo ou
elevagdo da temperatura ambiente. Para
evitar maiores contaminacbes com agas, 0s
sistemas de tubos e vasos foram totamente
recobertos com tinta e papel aluminio.

Delineamento experimental, tratamentos e
caracteristicas avaliadas

O delineamento experimental foi em
blocos casual izados, com quatro repeti ¢des e
sei s tratamentos. 0O, 4, 8, 12, 14 e 16 plantas
de sorgo por vaso e uma planta de alface em
outro vaso correspondente, interligados.

Apds 33 dias do plantio, as plantas de
alf ace e sorgo foram removidas dos vasos por
meio de lavagem com &gua corrente sobre
peneira. A parte aérea foi separada da raiz,
sendo ambas colocadas em sacos com
vedacdo para posteriores determinacdes de
mat éri a seca e area foliar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Eficiéncia de producdo e caracterizacio
quimica da sorgoleona

Em condicdes de laboratério, sete
dias ap6s a semeadura foram coletadas 1,5
mg de exsudato radicul ar do sorgo ‘BR 007A’
por 100 plantulas. A gquantidade de sorgoleona
obtida (1,5 mg/100 plantulas) pela linhagem
‘BR 007A’ é comparavel aos valores de 1,3-
1,8 mg/100 plantulas, encontrados  por
Einhellig & Souza (1992) e 1,2-1,5 mg/100
plantul as, mencionados por Rasmussen et al.
(1992).

TABELA 1. Dados de RMN de H (300 MHz) dos componentes (1) e (2) presentes no exsudato

radicul ar do sorgo ‘BR 007A’

(1) (2)
H d (m, JHz) d (m, JHz)
6 584 (s) 6,42 (s)
OCH, 3,86 (s) 3,83(s)
OH 7,24(s) 7,24(s)
g8, 9, 11', 12 5,30-5,50 (M) 5,30-5,50 (m)
14' 5,80 (M) 5,80 (m)
2 x 15 4,98-5,10 (m) 4,98-5,10 (m)
10, 13 2,75-2,85 (M) 2,75-2,85 (m)
1 2,68 (dd, J,=3,=7,6) 2,43 (dd, J,2J=7,2)
7 2,00-2,11 (m) 2,00-2,10 (m)
2'-CH; a 6'-CH» 1,15-1,50 (m) 1,15-1,50 (m)
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A analise desse exsudato, realizada
pela cromatografia em camada delgada em
placa de silica gel, mostrou um ponto maior
com Rf = 0,65 (metanol : éter etilico 2:98)
sob luz ultravioleta (254 nm) e um ponto
menor situado na base da placa. As analises
espectroscopicas (IV e RMN de H) dos
exsudatos, antes e apds a purificagdo, néo
revelaram diferencas acentuadas em termos
de composicdo quimica e indicaram que o
exsudato bruto era constituido basicamente
por doi s compostos.

O espectro no infravermelho do
exsudato apresentou absorcdes em 3.330
(OH), 3.020, 2.940, 2.850, 1.670 (C = 0),
1.600 (C = C do anel); 1.450, 1.400, 1.200 e
700 nm. Os dados de IV e de RMN de H
(Quadro 1 e Figura 2) do exsudato bruto
mostraram-se compativeis com as estruturas
() e (2), denominadas por CHANG et al
(1986) de “sorgoleones”.

Mui tos dos sinais no espectro de RMN
de H dos compostos apareceram como
multipletos. Pelas areas relativas dos sinais
devidos ao hidrogénio H-6 (6 6,42 (S) é &
584 (s) e da metoxila OCH; (6 3,83 (s) e
3,86), foi possivel verificar que a mistura é
composta por 68,2% do composto (1) e

OH

HsCO
OH

31,8% do composto (2). A proporcdo entre as
formas oxidadas (1) e reduzidas (2) ¢é
ligeiramente diferente dos vaores (1
(60%) : 2 (40%)), registrados por Chang et al.

(1986). Os resultados deste trabal ho
confirmaram que a composicdo dos
compostos  hidrof 6bicos dos exsudatos

radiculares do sorgo ‘BR 007A’ foi
semelhante a dos exsudatos de outras
variedades previamente estudadas.

Ensaio em laboratorio

Apbs comprovado que os exsudatos
radiculares do sorgo ‘BR 007A’ eram
constituidos pelos compostos (1) e (2),
apresentados na Figura 2, foram realizados
ensaios in vitro para avaliar o efeito dessas
substdncias sobre o crescimento da aface
‘AG 549’. Yu & Matsui (1994) observaram
que a dface foi mais sensivel do que o
pepino em demonstrar os efeitos alelopéti cos
de substancias que promovem autoal elopatia
no pepino. Eles ainda mencionaran que a
aface é freqientemente utilizada em estudos
preliminares para avaliacdo da fitotoxicidade
de novos compostos.

> ©

FIGURA 2. Maiores Componentes dos Exsudatos Radiculares do Sorgo ‘BR 007A’.
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Quanto ao comprimento radicular da
dface, a andlise de variancia da regressdo
detectou efeito dos tratamentos a 5% de
probabilidade. A relacdo entre as doses dos
exsudatos radiculares e o0 crescimento
radicular foi linear, conforme Figura 3,
indicando que incrementos na dose do
exsudato radicul ar reduzem o crescimento das
rai zes.

Na maior concentracdo do exsudato
radicular do sorgo, o crescimento radicul ar das
plantulas de aface foi reduzido 13,1%, em
rel acdo a testemunha, no periodo experimental
de seis dias. Mesmo na concentragdo de 5 uM
de exsudato radicular, houve reducdo de 3,3%
no crescimento das raizes. Esses dados
confirmam a informacdo sobre a acentuada
sensibilidade da radicula em demonstrar
efeitos aelopaticos (Einhellig, 1989). Ainda
segundo esse autor, quando se adiciona agua
em papel germiteste, apds a remocdo do
sol vente do composto hidrof 6bico, ela causara
superestimacdo nas doses utilizadas. Assim, os
efeitos observados possivel mente ocorreram

devido a concentragdes inferiores a 5, 10, 15 e
20 uM. Em geral, os compostos alel opaticos
apresentam ati vidade biol 6gica na fai xa de 100
a1.000 uM (Einhellig, 1986).

A analise de varidncia do
comprimento do hipocétilo indicou rel acdo
linear significativa a 5% de probabilidade
com as concentragbes dos exsudatos
radiculares (Figura 4). Foram observados
aumentos no crescimento do hipocotilo com
as concentragdes crescentes do exsudato.

Os resultados demonstraram que o
exsudato radicular foi um potente inibidor do
crescimento radicular e estimulador do
crescimento do hipocétilo da aface. Os
resultados relativos aos  efeitos de
aleloquimicos sobre o crescimento do
hipocotilo s&  pouco conhecidos na
literatura, o que reforca a necessidade de
estudos para comprovagcdo do estimulo
promovido do exsudato sobre hipocétilo de
plantas-teste como, por exemplo, as de
alf ace.
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FIGURA 3. Comprimento radicular da alface ‘AG 549’ em funcdo das concentracdes dos
exsudatos radiculares de plantulas do sorgo ‘BR 007A”".
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FIGURA 4. Comprimento do hipocétilo da aface ‘AG 549’ em funcdo das concentracdes dos
exsudatos radiculares de plantulas do sorgo ‘BR 007A’.

Ensaio no circulador de solucio nutritiva
para avaliacio do efeito alelopatico do
sorgo sobre a alface

O estudo do efeito aelopatico do
sorgo sobre a aface foi feita em casa-de-
vegetacdo, utilizando-se o sistema ilustrado
na Figura 1.

As andlises de variancia do peso de
matéria seca e da é&ea foliar da aface
mostraram que essas caracteristicas foram
influenciadas significa-tivamente, a 1% de
probabilidade, pel as densidades de plantas de
sorgo. Os resultados foram avaliados por
meio de andlise de regressdo e redugdes
per centuais da producédo de matéria seca e da
areafoliar da aface em rel acdo a testemunha.
O efeito da densidade de plantio do sorgo

sobre aproducdo de matéria seca e aea
foliar da

160

alface foi raiz-quadratico (Figuras 5 e 6). A
mat éri a seca e area fol iar foram reduzidas em
78% e 76%, respectivamente, quando as
plantas de aface receberam solucdo
circulante que passava por vaso contendo 8
plantas de sorgo. Quando as plantas de af ace
receberam solugdo proveniente de um vaso
contendo quatro plantas de sorgo, as reductes
nas caracteristicas citadas, em relacdo a
testemunha, foram de 65% e 62,4%,
respectivamente. Foi constatado efeito
alelopdtico do sorgo sobre a alface sendo
gue, em 33 dias, quatro plantas de sorgo por
vaso produziram substancias aelopéticas
suficientes para inibir o crescimento da area
foliar da alf ace, em 62,4%.
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FIGURA 5. Produc&o de matéria seca da aface ‘AG 549’ em func@o do nimero de plantas de
sorgo ‘BR 007A’ por vaso.
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FIGURA 6. Area foliar da alface ‘AG 549’ em funcio do nimero de plantas de sorgo ‘BR
007A’ por vaso.
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