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INTERVALO DE DESSECACAO DE Urochloa ruziziensis (R. GERMAN & EVRARD)
CRINS E SEU EFEITO ALELOPATICO NA CULTURA DA SOJA TRANSGENICA

Resumo Geral - A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma importante oleaginosa cultivada
no Brasil e vem avancando em novas areas, incluindo as de pastagens. Problemas
quanto a queda de producéo sao relatados por sojicultores quando utilizam pastagens
de Urochloa dessecada com o herbicida glyphosate e imediatamente semeiam a soja.
Objetivou-se, por meio de um conjunto de experimentos, avaliar os efeitos de épocas de
dessecacdo de U. ruziziensis (Germain & Evrard) Morr. & Zulaoga, da quantidade da
cobertura morta formada e da incorporacdo ou deposicado desta na superficie do solo,
sobre a nodulagdo, desenvolvimento e caracteristicas produtivas da soja transgénica
‘M-SOY 7908 RR’ no sistema de plantio direto, assim como a extracdo, isolamento e
identificacdo de substancias quimicas majoritarias de U. ruziziensis com efeito
alelopéatico e a sua possivel relagdo com a precipitacdo pluvial. Inicialmente, foram
conduzidos dois experimentos a campo. Em Colina (SP) foram testadas quatro épocas
de dessecacao da cobertura vegetal: 30, 20, 10 e 0 dias antes da semeadura (DAS) da
soja, enquanto em Jaboticabal (SP) os tratamentos corresponderam a seis épocas de
dessecacdo: 25, 20, 16, 12, 7 e 0 DAS. Nos dois anos agricolas utilizou-se 1,44 kg e.a.
ha do herbicida glyphosate para a dessecacdo. A dessecacdo de U. ruziziensis no
mesmo dia da semeadura da soja reduziu a altura das plantas, o nimero de vagens por
planta e a produtividade de graos. A época recomendada para o manejo quimico de U.
ruziziensis com glyphosate esta entre 10 e 20 dias antes da semeadura da soja. Na
sequéncia, foram conduzidos trés experimentos sob condi¢cdes semi controladas, na
FCAV-UNESP. No primeiro experimento os tratamentos constituiram da incorporacéo
ou deposicdo na superficie do solo de trés quantidades de cobertura vegetal de U.
ruziziensis dessecada com glyphosate, sendo T1, T2 e T3, respectivamente, a 2,5; 5,0
e 10 t ha™ de palha de U. ruziziensis na superficie e T4, T5 e T6, 2,5; 5,0 e 10 t ha™?,
respectivamente, de U. ruziziensis incorporada ao solo a 10 cm de profundidade. No
segundo experimento, 0s tratamentos constaram de trés épocas de dessecacdo da
Urochloa: 0, 7 e 12 DAS, com uma testemunha sem Urochloa. Para o terceiro
experimento, os tratamentos foram: T1 dessecacao aos 5 DAS; T2 - dessecacédo aos 5
DAS mas antes de semear a soja retirou-se da parcela a parte aérea da Urochloa,



deixando-se as raizes; T3 dessecacdo aos 10 DAS; T4 dessecacdo aos 10 DAS mas
retirou-se a parte aérea da Urochloa e T5 dessecag¢do aos 0 DAS. A deposicdo da
palha de U. ruziziensis oriunda da dessecacdo com glyphosate na superficie do solo
favoreceu a nodulagéo e o crescimento da parte aérea das plantas de soja M-SOY 7908
RR, enquanto a sua incorporacao, ja a partir de 2, 5t ha™, causou efeitos deletérios. A
dessecacdo de U. ruziziensis dos 0 aos 7 dias antecedendo a semeadura da soja M-
SOY 7908 RR foi prejudicial a nodulacdo e a cultura, devido principalmente a parte
aérea da graminea, inclusive reduzindo sua produtividade.Para a extracdo, isolamento
e identificacdo de substancias quimicas, plantas de U. ruziziensis em inicio de
florescimento foram dessecadas com 1,44 kg ha™ de glyphosate e amostradas aos 5 e
10 dias apés a dessecacdo, com uma testemunha sem a aplicagdo do herbicida. Da
parte aérea seca e moida destas plantas foram confeccionados extratos em hexano,
diclorometano (DCM) e metanol (MeOH), nesta sequéncia de extracdo. Por meio de
bioensaios de citotoxicidade utilizando os dois Ultimos extratos foi constatado que o
MeOH foi mais inibitério que o DCM, independentemente da aplicacdo do glyphosate.
Utilizando técnicas de cromatografia liquida em coluna e em camada delgada de média
e alta performance fracionou-se o extrato MeOH, utilizando agua e metanol como
eluentes. As fracoes MeOH/agua 2:2 (v/v) e MeOH/agua 3:1 (v/v) foram as mais
inibitérias, novamente independentemente da aplicacdo do glyphosate, sendo a fracédo
MeOH/agua 2:2 (v/v) a mais fitotdxica para a soja. Desta fracdo foi isolado como
composto majoritario a protodioscina, uma saponina esteroidal, que apresentou cito e
fitotoxicidade nas plantulas de soja, inclusive quando comparada aos 4cidos aconitico e
o-cumarico, com dose inibitoria de 50% (IDsp) de 97, 160 e 186 uM para massa seca de
raizes, comprimento de raiz e de parte aérea, respectivamente. Foram isolados ainda
outros dois glicosideos desta fracdo. Pelas caracteristicas das saponinas, plantas de U.
ruziziensis dessecadas com glyphosate e expostas a chuvas podem apresentar menor
teor de protodioscina e, consequentemente, menor atividade alelopatica.

Palavras-chave: Glycine max, Brachiaria ruziziensis, alelopatia, glyphosate,

protodioscina, dose inibitoria de 50% (ID so).



BURNDOWN INTERVAL OF Urochloa ruziziensis ( R. GERMAN & EVRARD) CRINS
AND ITS ALLELOPATIC EFFECT ON RR SOYBEAN

SUMMARY - Soybean (Glycine max) is an important oleaginous planted in Brazil that
has been cropped in new areas, including pastures. Problems of reducing production
have been reported by soybean growers when the crop is immediately sown after
dissection of pastures of Urochloa spp. using glyphosate. Developing a set of
experiments, the objectives were to evaluate the effects of the burndown timing of U.
ruziziensis, the amont of mulch formed, and the incorporation and deposition of mulch
onto soil surface on nodulation, development, and yield characteristics of transgenic
soybean ‘M-SOY 7908 RR cropped in no-tillage system, as well as to extract, isolate,
and identify majority chemical substances from U. ruziziensis with allelopatic effect and
to evaluate the possible relation between the allelopatic effect and the rainfall. Initially,
two field trials were carried out. In Colina (SP), four burndown timing were tested, being
30, 20, 10, and 0 days before soybean sowing (DBS) and, in Jaboticabal (SP),
burndown timing of 25, 20, 16, 12, 7, and 0 DBS was tested. In both seasons,
glyphosate was applied at 1.44 kg a.e. ha™ for U. ruziziensis dissection. Dissection of U.
ruziziensis with glyphosate at the same day of soybean sowing reduced plant height,
number of pods per plant, and grain yield. Recommended time for U. ruziziensis
dissection is between 10 and 20 DBS. In the sequence, three experiments in semi-
controlled conditions were carried out at FCAV/UNESP. In the first one, treatments
constituted of the incorporation into soil or deposition onto soil surface of three mulch
amounts of U. ruziziensis dissected using glyphosate. Treatments, hereafter expressed
by T1, T2, and T3, corresponded to 2.5, 5.0, and 10.0 t ha™ of mulch deposited onto soil
surface, respectively, while T4, T5, and T6 corresponded to the same amounts of mulch
incorporated into 10-cm-depth, respectively. In the second one, treatments were three
burndown timing at 0, 7, and 12 DBS, maintaining an Urochloa-free check. In the third
one, treatments were T1, corresponding to dissection at 5 DBS; T2, dissection at 5 DBS,

but the shoot of Urochloa was eliminated of the plot before soybean sowing, maintaining



Vi

the root system. T3, dissection to 10 DBS; T4, dissection to DBS, eliminating the shoot
of Urochloa; and T5, dissection at 0 DBS. Deposition of mulch of Urochloa, originated
from glyphosate dissection, facilitated the nodulation and shoot growth of soybean
plants M-SOY 7908 RR, while the incorporation, starting at 2.5 t ha™, caused deleterious
effects. Dissection of U. ruziziensis from 0 to 7 days before soybean M-SOY 7908 RR
sowing damaged to nodulation and to the crop due mainly to the grass shoot, even
reducing yield crop. To extract, isolate, and identify chemical substances, plants of U.
ruziziensis at flowering stage were dissected using glyphosate at 1.44 kg ha™. These
plants and a no-treated plant were collected at 5 and 10 days after dissection. Extracts
of dry and grinded shoot were obtained by hexane, dichloromethane (DCM), and
methanol (MeOH) solvents, in that sequence of extraction. According to cytotoxicity
bioassays, MeOH was inhibitorier than DCM, independently of glyphosate application.
Using chromatography techniques in column, thin layer, and liquid of medium and high
performance, MeOH extract was fractionated using water and methanol as the eluents.
MeOH/water 2:2 (v/v) and MeOH/water 3:1 (v/v) fractions were the inhibitoriest, also
independently of glyphosate application. MeOH/water 2:2 (v/v) fraction was the most
phytotoxic to soybean. Protodioscin, the majority compound, was isolated from that
fraction. This substance is a steroidal saponin that showed both cyto- and phytotoxicity
in soybean seedlings even comparing with aconitic acid and o-cumaric acid, showing
inhibitory dosis by 50% (IDsg) of 97, 160, and 186 uM to root dry mass, root length, and
shoot length, respectively. Two glycosides were also isolated from that fraction.
According to saponin characteristics, U. ruziziensis plants dissected with glyphosate
and, in sequence, exposed to rain can show lower protocianin content and, in

consequence, lower allelopatic activity.

Key-words: Glycine max, Brachiaria ruziziensis, allelopathy, glyphosate, protodioscin,
inhibitory dosis by 50% (ID sp).



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

No Brasil, o cultivo da soja [Glycine max (L.) Merrill] tem sido uma das principais
alternativas para a recuperacgéo e renovacao de pastagens degradadas (KICHEL et al.,
2000). A rotacdo da soja com pastagens é uma medida eficaz no controle de plantas
daninhas (CORREIA et al., 2006) e nematodides, como reniformes (ASMUS, 2005), do
cisto da soja e das galhas (ASMUS; ANDRADE, 2001), além de reduzir a incidéncia de
algumas doencas, como o mofo-branco, fusariose e rizoctoniose (TOLEDO-SOUZA et
al., 2008).

Em areas de recuperacao e renovacdo de pastagens, normalmente, utiliza-se da
dessecacdo da antiga pastagem degrada com o herbicida glyphosate, para, posterior,
semeadura da cultura da soja, em sistema de plantio direto. No entanto, ha falta de
informacdes cientificas a respeito do momento ideal para a semeadura da cultura apos
a dessecacado da cobertura vegetal, para que essa intervencdo quimica ndo prejudique
0 estabelecimento, o crescimento e o desenvolvimento das plantas de soja.

Esta pesquisa foi desenvolvida para dirimir lacunas existentes entre o manejo de
plantas do género Urochloa (comum em pastagens degradadas) no sistema plantio
direto com a cultura da soja em sucessédo. Esta alicercada em relatos de sojicultores,
descrevendo sintomas de amarelecimento e redugdo no crescimento, principalmente,
de regibes meristematicas em plantulas de soja. Além disso, tem sido detectada
diminuicdo da produtividade da cultura quando a semeadura é realizada imediatamente

apos a dessecacao das plantas, utilizando-se do manejo quimico com glyphosate.

A cultura da soja

A soja € uma oleaginosa herbacea anual, pertencente a familia Fabaceae
(SANTOS, 2008), que tem sido utilizada h& mais de cinco mil anos como fonte de
alimento. Tem como centro de origem o continente asiatico, mais precisamente a regiao

correspondente a China antiga, do século Xl a.C. Provavelmente, a regidao Central da



China foi o centro genético priméario da soja, com a regido Leste (antiga Manchuria)
constituindo-se o centro secundéario (HYMOWITZ, 1970).

O cultivo comercial da soja teve inicio no século XX, nos Estados Unidos, com
um rapido crescimento mundial desde essa época. Os primeiros materiais genéticos de
soja foram introduzidos no Brasil em 1882, no Estado da Bahia, mas ndo obtendo éxito.
Apés uma década, foi testado no Estado de S&o Paulo com pesquisas desenvolvidas
pelo Instituto Agronémico de Campinas, encontrando condi¢cdes ambientais favoraveis
para a producéo de feno e gréos, principalmente. Todavia, foi no Rio Grande do Sul, em
1914, em que os materiais genéticos testados se desenvolveram melhor, pois as
condi¢cBes climéaticas eram semelhantes ao seu local de origem (EMBRAPA, 2005). O
avanco significativo da cultura no Brasil ocorreu na década de 1960, com projecao
interna e externa do pais e desde esta época passou a se destacar no cenario mundial
(MIYASAKA; MEDINA, 1981).

A soja € a leguminosa com maior producdo mundial de gréos, estando esta em
cerca de 242 milhdes de toneladas de graos (2009/2010), sendo os principais paises
produtores os Estados Unidos, Brasil, Argentina, China e india. E rica em lipidios e em
proteina de elevada qualidade. Devido a este valor nutricional, € um dos produtos
agricolas mais utilizados pelo homem, principalmente na forma de 6leo vegetal e ra¢éo
animal. A sua importancia cresce frente a perspectiva mundial de grandes aumentos
populacionais e em virtude de se constituir em opcdo de custo relativamente baixo
(CARRAO-PANIZZI, 1988).

Na agricultura brasileira, a soja foi responsavel por uma verdadeira revolucao,
detendo, atualmente, uma importancia sécio-econémica elevada. O complexo soja gera,
através das exportacdes, uma receita cambial muito grande ao ano, sendo 0 maior
responsavel pela entrada liquida de divisas no pais através de produtos basicos
exportados. O Brasil possui uma area de 22,4 milhdes de hectares cultivados, com
producéo de soja que supera 62 milhdes de toneladas de gréos, sendo a regido Centro-
Oeste responsavel por 46,7% da producéo nacional (AGRIANUAL, 2010) e o Estado de

Mato Grosso contribuindo com 30%, aproximadamente.



A distribuicdo espacial da producdo nacional da soja encontra-se em todas as
regides do pais, concentrando-se nas regibes Centro-Oeste e Sul, com 45 e 38%,
respectivamente, da area correspondente a cultura. Juntas essas regides respondem
por 82% da producao nacional de graos de soja, com os Estados de Mato Grosso e do
Parana responsaveis por 50% da producdo nacional. Nos ultimos anos, destaca-se a
producéo da soja transgénica, principalmente, na regido Sul do pais.

A soja transgénica foi oficialmente liberada para plantio no Brasil no ano de 2005.
Segundo a Embrapa (2007), existem varios tipos de sojas transgénicas sendo
desenvolvidas. A mais conhecida e plantada comercialmente € uma que recebeu, por
meio de técnicas da biotecnologia, um gene de outro organismo capaz de torna-la
tolerante ao uso do herbicida glyphosate, denominada de Roundup Ready (RR). Esse
gene (AroA) foi extraido de uma bactéria do solo, conhecida por Agrobacterium sp., e
patenteado por uma empresa privada com o nome CP4-EPSPS, a qual codifica uma
variante da 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase — EPSPs, especificamente
tolerante a inibicdo pelo glyphosate (PADGETTE et al.,1995). Estruturalmente, € muito
parecido com o0s genes que compdem o0 genoma de uma planta. Quando inserido no
genoma da soja, tornou a planta resistente ao herbicida, pois esta ndo é afetada devido
a acdo continuada e sistematica desta enzima alternativa, insensivel ao glyphosate.
Esta novidade chegou ao campo pela primeira vez nos Estados Unidos, na safra de

1996. No ano seguinte, os agricultores argentinos haviam aderido a novidade.

O Sistema de Plantio Direto (SPD)

Dentre os sistemas de cultivo da cultura da soja no Brasil, o sistema Plantio
Direto (SPD) vem crescendo progressivamente nos ultimos anos. Em 2003 ja era
utilizado em 50% da area ocupada com producdo de grdos e em 80% da area de
producéo de soja. O SPD constitui-se na implantacdo de culturas em solo n&o revolvido
e protegido por cobertura morta, proveniente de restos de culturas, coberturas vegetais
semeadas para esse fim, e de plantas daninhas controladas por métodos quimicos
combinados (FANCELLI; DOURADO, 2000)



No SPD a importancia da boa formacdo de cobertura vegetal na superficie do
solo antes da implantacdo da cultura é requisito imprescindivel (ALMEIDA, 1991;
DERPSCH et al., 1991; ALVARENGA et al., 2001). Segundo Timossi (2005), a escolha
adequada das plantas formadoras da cobertura vegetal e a época ideal de dessecacao
das mesmas tém sido o grande entrave para se obter éxito em diferentes regides, pois
o clima e o solo apresentam grandes variacoes.

A inexperiéncia de produtores iniciantes no SPD, na maioria das vezes, o0s induz
a adocdo da semeadura direta sobre a vegetacdo espontédnea, que normalmente
apresenta-se com camada de palha ma distribuida e em baixas quantidades,
comparadas as proporcionadas pelas plantas de cobertura recomendadas. A falta de
informacdes sobre culturas de plantas de cobertura adequadas a cada regido, leva ao
desestimulo e, as vezes, ao abandono do sistema, por acreditarem ser impossivel a
formacao de cobertura morta em quantidades adequadas (TIMOSSI, 2005).

Para que seja apregoado, o SPD necessita de fontes eficientes de cobertura
morta, com longevidade adequada. As forrageiras do género Urochloa oferecem essa
caracteristica, pois fornecem, quando bem manejada, acima de 15 t ha™ de biomassa

seca, persistindo por mais de seis meses na superficie do solo (COBUCCI, 2001).

A cobertura vegetal

Os residuos produzidos pelas culturas comerciais geralmente sdo insuficientes
para uma boa cobertura do solo. Portanto, € necessario introduzir plantas capazes de
produzir grande quantidade de massa, com rapido desenvolvimento inicial e ciclo curto.
E necessario que seus residuos ndo sejam decompostos muito rapidamente, de modo
que o solo permaneca coberto o maior tempo possivel. Estratégias de manejo do solo,
rotacdo de culturas e utilizacdo de espécies de cobertura, que protegem e recuperam a
fertilidade do solo, sdo importantes para o0 uso dos solos sem causar o declinio de sua
produtividade e da rentabilidade ao longo dos anos (ALVARENGA, 1996).

A cobertura morta, deixada pelos restos da cultura anterior por ocasido da

colheita ou pela dessecacao e/ou rolagem da cobertura vegetal, exerce forte influéncia



sobre a germinacdo das plantas daninhas. Estas influéncias vao ser basicamente de
trés ordens: fisica, promovendo a diminuicdo da amplitude térmica na superficie do
solo, a reducdo da incidéncia de radiacdo solar na superficie do solo e o proprio
impedimento que a cobertura produz fazendo com que a planta que germine nédo tenha
energia suficiente para passar através da camada de palha; quimica, com a liberagéo
de aleloquimicos; e bioldgica, através dos microrganismos, fungos e bactérias que

inviabilizam a germinacéo de algumas plantas daninhas (BUZATTI, 1999).

A producdo de cobertura vegetal

Ha grande numero de artigos sobre o uso de forrageiras anuais dos géneros
Avena, Pennisetum e Sorghum, na entressafra das culturas de verao. Porém, estudos
com espécies do género Urochloa e Panicum para esta finalidade sdo menos comuns,
mesmo sendo o cultivo dessas forrageiras para producao de forragem na estagéo seca
uma pratica comum entre os produtores de Mato Grosso do Sul e de outros estados. O
aumento da disponibilidade de sementes desses dois géneros, com consequente
reducdo de precos, tem permitido que essas espécies, apesar de perenes, sejam
utilizadas como cultivos de cobertura do solo e forrageiras durante a estacao seca.

Torres et al. (2008) observaram que Pennisetum spp. e Crotalaria spp.
superaram U. brizantha quanto a producéo de fitomassa. Com esse mesmo propoésito,
Menezes et al. (2009) concluiram que Sorghum bicolor, Eleusina indica e U. ruziziensis
foram as espécies mais promissoras para producao de fitomassa. Em estudo conduzido
por Muraishi et al. (2005), as forrageiras do género Brachiaria (syn. Urochloa)
apresentaram crescimento inicial mais lento e foram menos produtivas que espécies
anuais, quando avaliadas em curtos intervalos de avaliacdo (50 dias). Em intervalos
mais longos, durante toda a estacdo seca, Pacheco et al. (2008) observaram que as
forrageiras do género Urochloa foram mais produtivas que plantas de Pennisetum sp. e
S. bicolor. Elas também sdo mais eficientes na supressdo de plantas daninhas e
resultam em maior produtividade de grédos de soja, quando utilizadas em sistemas de

manejo que as empregam em sucessao a cultura de verdo (PACHECO et al., 2009).



As plantas de cobertura, em sistema plantio direto, podem ajudar no controle de
plantas daninhas, integrando-se aos demais métodos de controles utilizados
(GALLAGHER et al., 2003). Sdo necessarios estudos com varias espécies de plantas
formadoras de cobertura vegetal a fim de identificar coberturas vegetais com relacéo
carbono/nitrogénio (C/N) alta (superior a 32:1), o que possibilitaria maior duracdo da
cobertura no solo. Além de estudos com espécies recomendadas para implantacdo
deste sistema, ha também necessidade de estudos sobre a quantidade e qualidade dos

residuos deixados pela cultura anterior (SILVA et al., 2005).

O género Urochloa (syn. Brachiaria)

As espécies do género Urochloa sp. (Poaceae) sao importantes forrageiras de
regides tropicais como a Africa, Asia, Australia e América do Sul. Segundo Ferraz
(2003), no Brasil ha aproximadamente 95 milh6es de hectares cultivados com esse
género, que corresponde a 80% de toda a area de pastagens. De maneira geral, esse
género é considerado opc¢do proeminente na formacdo de cobertura vegetal para o
sistema plantio direto, devido a boa producéo de matéria seca e por apresentar grandes
concentracdes de lignina na sua constituicdo vegetal, o que lhe confere alta relacao
C/N, e essa caracteristica esta relacionada ao tempo de decomposicdo do material
vegetal (NUNES et al., 2006).

O género Urochloa possui ampla distribuicdo nos dois hemisférios do globo. No
Brasil, estd citada a ocorréncia de dezesseis espécies, sob a denominagdo de
Brachiaria (SENDULSKY, 1978). No Estado de Sao Paulo, o género esta representado
por cinco espécies, as quais apresentam o lema superior mutico. Em outras espécies
de Urochloa, o lema superior pode ser aristulado no apice. Raramente em Urochloa a
gluma superior apresenta-se abaxial, 0 que ndo ocorre nas espécies encontradas em
S&o Paulo. Em estudos sobre as espécies de Urochloa para a América do Sul, Morrone
e Zuloaga (1992) distinguiram Brachiaria de Urochloa usando, dentre outros, os
seguintes critérios: tipo de articulacdo da espigueta (caindo inteira na maturacdo em

Urochloa, enquanto em Brachiaria o antécio superior cai primeiro); ornamentacdo do



antécio superior (liso em Brachiaria e transversalmente rugoso em Urochloa); presenca
ou auséncia de aristula na lema superior (lema muatico em Brachiaria e aristulado ou
mutico em Urochloa).

A espécie Brachiaria ruziziensis Germain et Evrard cultivar Kennedy (bindmio
sinonimizado em Urochloa ruziziensis) é originaria da Africa. Esta relacionada com a U.
decumbens, da qual difere por ser de porte maior. Emana um odor peculiar, semelhante
ao Melinis minutifolia, sendo muito palatavel. Nao apresenta fator téxico, nao tolera
geada e o fogo frequente. Cresce em varios tipos de solos, desde os mais arenosos até
0s mais argilosos. Urochloa. decumbens e U. ruziziensis ndo toleram solos alagadicos,
preferindo terrenos com solos bem drenados e com boa fertilidade, demonstrando
respostas acentuadas a niveis mais altos de P e K no solo (SERRAO; SIMAO NETO,
1971). Com adubacédo nitrogenada, supera, em producdo, as principais gramineas.
Segundo Kissmann (1997), U. ruziziensis é uma planta perene, ereta, entouceirada,
denso-pubescente, de 0,9 - 1,3 m de altura. Coloracdo geralmente verde-amarelada,
com os racemos das inflorescéncias alargados ou alados de 3,0 -5,0 cm de largura. A
partir da base da planta e dos rizomas formam-se muitos colmos, geniculados na parte
inferior; ramificados; enraizando a partir de nds inferiores e contato com o solo. Os
rizomas sdo em forma de tubérculos arredondados com até 15,0 mm de diametro.
Possuem raizes adventicias a partir de nos inferiores dos colmos. As folhas possuem
bainhas mais longas que o0s entrends, estriadas, papiloso-pubescentes. Ligulas em
forma de cortina densa de cilios. Laminas lanceoladas, acuminando para o apice e
atenuando para a base, com até 30,0 cm de comprimento por 15,0 mm de largura, com
margens denticuladas e &speras, com nervura mediana evidente, esparsamente
papiloso-pilosas. Inflorescéncias em paniculas racemosas, longamente excertas, com
15,0 — 25,0 cm de comprimento, apresentando de 3 - 6 racemos ascendentes, com 4,0
— 10,0 cm de comprimento, de raque achatada com 3,0 — 5,0 mm de largura,
regularmente distanciadas entre si.

Em experimentos conduzidos pela Monsanto (SCALEA, 2004), U. ruziziensis foi
selecionada pela andlise dos seguintes critérios: a) boa adaptacdo na regido do

Cerrado, sendo cultivada ha mais de 25 anos como pastagem; b) crescimento prostrado



cobrindo rapidamente o solo, sem formacao de touceiras, facilitando o desempenho das
semeadouras, mantendo inalterada a velocidade e uniformidade de plantio; c) bom
desenvolvimento, tanto em solos de alta quanto de baixa fertilidade; d) alta quantidade
de raizes, ocupando todo o solo, promovendo agregacdo de particulas do solo,
melhorando a estrutura fisica, aeracdo, retencdo de agua no solo. As raizes podem
atingir profundidade superior a 1,5 m, favorecendo a reciclagem de nutrientes; e) alta
atividade fotossintética. Suporta periodos longos de seca e no retorno das chuvas
apresenta alta velocidade de crescimento, podendo produzir até 800 kg ha™ de matéria
seca por semana; f) a germinacao pode ocorrer na superficie do solo, ndo necessitando
de adequada incorporagcao das sementes, podendo ser utilizada em sobressemeadura,;
g) facilidade de controle nas operacdes de dessecacdo, ndo necessitando de doses
elevadas de glyphosate, com morte rapida, facilitando a semeadura; h) boa relacdo
C/N, mantendo a cobertura do solo por um longo periodo.

Com relacgéo ao uso de U. ruziziensis no sistema de Plantio Direto sdo poucos 0s
trabalhos publicados. Alguns experimentos foram conduzidos pela Monsanto em
municipios de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, entre 2003 e 2005, onde se
procurou avaliar a eficiéncia de métodos de incorporacdo de sementes de milheto-ADR
300 e U. ruziziensis, comparando trés métodos de incorporacao (plantio em linha com
semeadoras, grade niveladora fechada e correntdo), com plantio realizado pos-colheita
da soja (marco/abril), em areas previamente dessecadas com Roundup WG para se
evitar a matocompeticdo inicial das plantas daninhas com as coberturas (SCALEA,
2004). U. ruziziensis mostrou-se altamente resistente a seca com alta producdo de
matéria seca por hectare, produzindo na média dos métodos de incorporacdo 144% a
mais em comparacgao ao milheto.

Visando identificar espécies para a producdo de cobertura vegetal, a Embrapa
Agropecuéria Oeste e Embrapa Algodao, sob a coordenacdo do pesquisador Fernando
Mendes Lamas, com o apoio da Facual e Fundacao Centro-Oeste, conduzem projetos,
desde 2003, nos municipios de Primavera do Leste e Sorriso, no Mato Grosso. Dos
resultados ja obtidos, U. ruziziensis é a espécie mais adequada. Quando semeada logo

apos a colheita da soja, a producdo de matéria seca foi na ordem de 10 t ha™. Além



disso, a permanéncia da cobertura vegetal ao longo do tempo foi relevante. Em area
onde a palha do milheto desapareceu totalmente, ainda havia mais de quatro toneladas
de palha por hectare de Urochloa. As pesquisas mostraram também que além de
melhorar a qualidade fisica do solo, Urochloa auxiliou no controle de nematoides,
reducdo de fungos e permitiu a integragédo lavoura-pecuéaria (EMBRAPA, 2005). Nesta
linha de pesquisa, Machado et al. (2010) avaliando a producéo de palha e forragem por
espécies anuais e perenes, inclusive a U. ruziziensis, em sucessao a soja concluiram
que as forrageiras, U. ruziziensis e U. decumbens , por manterem-se em crescimento
durante toda a estacdo seca e pela facilidade de dessecacdo, podem ser mais bem
aproveitadas com o propdsito de cobertura do solo.

Embora U. ruziziensis ndo seja a espécie mais plantada dentro do género, é a
Unica, dentre as cultivadas no Brasil, que ¢é dipldide e exclusivamente sexual (VALLE;
SAVIDAN, 1996; SOUZA SOBRINHO, 2005), o que permite a geracao de variabilidade
e viabiliza a selecdo (SOUZA SOBRINHO et al.,2009, 2010).

O controle quimico das coberturas vegetais

O método mais utilizado para controlar as plantas daninhas, como também as
espécies direcionadas para cobertura do solo, é o quimico, isto &€, o uso de herbicidas.
Suas vantagens sdo: a economia de mao-de-obra e a rapidez na aplicagéo.

O eficiente controle quimico das plantas de cobertura é essencial para o sucesso
no estabelecimento das culturas. Assim, o controle das plantas de cobertura e da
infestacdo por plantas daninhas antes da semeadura permite que a cultura tenha
desenvolvimento inicial livre de interferéncias e impede que ocorram rebrotes e re-
infestacdo na area, facilitando a acdo de herbicidas complementares, apos a
emergéncia da cultura (ALMEIDA, 1991).

O SPD ocupa hoje cerca de 25 milhdes de hectares ou 50% da area plantada
com culturas anuais no Brasil. A ado¢éo desta prética pelos agricultores so foi possivel
gracas ao desenvolvimento de herbicidas, dos quais o glyphosate €, sem duvida, o mais

importante e 0 mais utilizado ndo s6 no SPD como também nas culturas perenes. O
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SPD trouxe inegaveis beneficios a agricultura e ao ambiente. No entanto, os herbicidas,
em especial o glyphosate, podem causar efeitos colaterais indesejaveis nas culturas de

interesse econdbmico.

O glyphosate

O glyphosate (N-fosfonometil glicina) foi originalmente sintetizado em 1964 como
potencial quelante industrial e seu uso como herbicida foi descrito apenas em 1971.
Devido a limitada solubilidade (1,2% a 25°C) do &cido em agua, 0s sais mais sollveis
do acido séo preferidos para as formulacdes. O termo glyphosate € geralmente utilizado
para indicar tanto o &cido como seus sais, pois € reconhecido que eles sao
biologicamente equivalentes.

O glyphosate € um potente herbicida de pos-emergéncia, de largo espectro, ndo-
seletivo, capaz de controlar uma grande diversidade de espécies vegetais anuais e
perenes, possui baixa toxicidade a peixes aves e mamiferos e, quando no solo,
apresenta forte ligacdo as particulas do solo, em especial aos 6xidos de Fe e Al, com
rapida biodegradacdo pelos microrganismos (PLINE-SRNIC, 2006; PRESTON;
WAKELIN, 2008).

Uma das mais importantes caracteristicas do glyphosate, na planta, é sua rapida
translocacdo das folhas tratadas para as raizes, rizomas e meristemas apicais. Esta
propriedade sistémica resulta na destruicdo total de plantas invasoras perenes, dificeis
de matar, tais como rizomas de Sorghum halepense, Agropyron repens, Cirsium
arvense, Cyperus spp., Cynodon dactylon, Imperata cilindrica e mesmo Pueraria lobata
(FRANZ, 1985; GRUYS; SIKORSKI, 1999).

O mecanismo de acédo do glyphosate € bastante singular. Atua inibindo a rota do
acido chiguimico e, consequentemente, interrompe a sintese de alguns metabdlicos
secundarios de importancia vital para as plantas. E o Gnico herbicida capaz de inibir
especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs) que

catalisa a condensacao do acido chiguimico e do fosfato piruvato, evitando, assim, a
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sintese de trés aminoacidos essenciais — triptofano, fenilalanina e tirosina (JAWORSKI,
1972; ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004).

A enzima EPSPs das plantas, fungos e da maioria das bactérias isoladas e
caracterizadas até hoje sao inibidas, em dosagens submicromolar, pelo glyphosate. As
bactérias que produzem elevados niveis de EPSPs podem desenvolver-se na presenga
de concentracdes que seriam toxicas para outros organismos. Assim, a transferéncia de
gene com tolerancia ao glyphosate a uma planta suscetivel confere, a esta, a tolerancia
ao glyphosate (GRUYS; SIKORSKI, 1999).

Quando o glyphosate é aplicado sobre as plantas, ocorre inicialmente uma rapida
penetracdo, seguida por uma longa fase de lenta penetracdo, sendo que a duracéo
dessas fases depende de numerosos fatores, incluindo espécie, idade, condi¢des
ambientais e concentracdo do glyphosate e surfatante. O glyphosate € movel no floema
e é rapidamente translocado para todas as partes da planta, mas tende a se acumular
nas regides meristematicas. Foi sugerido que as cargas negativas da parede celular e
do plasmalema repelem o glyphosate, fortemente aniénico. Essa falta de uma forte
ligacdo pode contribuir para 0 movimento do glyphosate no apoplasto, ou seja, ele
apresenta movimentacao tanto simplastica como apoplastica. O herbicida pode penetrar
na planta através de outras rotas. Turner e Loader (1974) demonstraram que
formulacdes solubilizadas em oOleo permitiram ao glyphosate penetrar pela casca de
espécies arbdreas. Raizes de cultivos em solugdo nutritiva contendo glyphosate
absorvem o herbicida, que se transloca pela planta (HADERLIE et al., 1978; GRUYS;
SIKORSKI, 1999).

Glyphosate versus soja transgénica

Com a legalizacdo, em 2005, no Brasil, para cultivo e comercializacdo da soja
resistente ao glyphosate, varias mudancas ocorreram no sistema de controle das
plantas daninhas em decorréncia dessa nova biotecnologia: um grande portifélio de
produtos ou combinacdes de produtos utilizados na soja convencional foram

substituidos por um anico ingrediente ativo, o glyphosate. Todavia, a interferéncia
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negativa do glyphosate sobre microrganismos e também sobre a associagcdo com as
plantas vem sendo investigada (KAPS; KUHNS, 1987; EDWARDS, 1989;
CHAKRAVARTY; CHATARPAUL, 1990; MOORMAN; DOWLER, 1991; SANTOS et al.,
2003, 2004, 2005; MALTY et al. 2006, OLIVEIRA JR et al., 2008).

O glyphosate é um composto de baixa volatilidade e insignificante degradacéo
por meio da fotolise. Porém, a degradacdo microbiana constitui-se no principal processo
de degradacédo desse produto no solo (AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002). Esse
herbicida, ao entrar em contato com o solo, desde que disponivel em solucdo aquosa e
ndo adsorvido aos colbides, é rapidamente biodegradado por microrganismos, como
fungos, bactérias e actinomicetos, com subsequente diminuicdo de sua persisténcia no
meio ambiente (AHRENS, 1994). No entanto, relatos de toxicidade desse herbicida a
microrganismos tém sido verificados na literatura (SANTOS et al., 2003, 2004, 2005).

Quando adsorvido ao solo, o glyphosate ndo causa intoxicacdo a espécies
vegetais cultivadas ap0s sua aplicacdo. Contudo, na presenca de fungos micorrizicos
que realizam a interacdo fungo-planta, hifas de um mesmo fungo podem promover a
unido de mais de uma espécie vegetal (KAPS; KUHNS, 1987). Nessa situacdo, o
glyphosate, quando aplicado em uma espécie, poderia afetar o fungo micorrizico e a
outra espécie vegetal envolvida. Em experimentos realizados para verificar tal hipétese,
Kaps e Kuhns (1987) aplicaram glyphosate com carbono marcado (**C) em solucéo
nutritiva onde cresciam plantulas de Pinus spp., transferindo-as, posteriormente, para
crescimento junto a espécies de plantas daninhas. Os autores observaram, pela analise
radiografica, moléculas de glyphosate nas espécies daninhas, evidenciando a
comunicacgdao radicular entre o Pinus spp. e as espécies por meio de micorrizas.

Outro aspecto importante, em se tratando da simbiose na cultura da soja, é a
interacdo rizobio-raizes da planta quanto a fixacao biologica de nitrogénio (FBN). Séo
relatados resultados inconstantes nessa linha de pesquisa, por exemplo, efeitos
negativos em linhagens de Bradyrhizobium japonicum foram observados por Moorman
et al. (1992), que observaram que concentracdes de 0,5 e 1,0 mM de glyphosate
inibiam o desenvolvimento da linhagem. Estes autores comentavam, ja em 1992, que

repetidas aplicacdes de glyphosate nas variedades de soja resistentes ao herbicida
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poderiam afetar o rizébio e que, assim, linhagens de Rizobium. japonicum resistentes
ao glyphosate poderiam ser requeridas. No Brasil, Santos et al. (2003) mostraram que a
acao do glyphosate sobre o rizobio depende das estirpes de B. japonicum assim como
da formulacé&o comercial de glyphosate empregada.

King et al. (2001) alertaram que altas doses ou repetidas aplicacdes de
glyphosate podem elevar ainda mais essas concentra¢des, principalmente em drenos
metabdlicos mais fortes que o sistema radicular, como € o caso dos nodulos radiculares
fixadores de nitrogénio. Estes autores mencionam que a FBN é critica para a obtencao
de alta produtividade da soja cultivada em solos sem grande disponibilidade de N.

Em plantio direto sobre B. decumbens e B. brizantha, a Embrapa (2007)
recomenda o periodo de 30 dias entre a dessecacdo e a semeadura da soja e uma
dosagem que varia de 1,8 a 2,16 kg ha™ de glyphosate (equivalente &cido). Timossi
(2005) observou que o controle de B. decumbens e B. brizantha como formadoras de
cobertura vegetal foi excelente a partir da dosagem de 2,16 kg ha™ de glyphosate,
embora ndo sendo capaz de evitar totalmente a probabilidade de rebrota.

Segundo Almeida (1991), o manejo ou dessecacao antecedendo o plantio direto
é fundamental para um bom desempenho das lavouras. A eliminagdo das plantas
daninhas antes da semeadura permite que a cultura tenha um desenvolvimento inicial
rapido e vigoroso.

Um fator de grande importancia para o sucesso do SPD ¢ o intervalo de tempo
entre 0 manejo das coberturas vegetais e a semeadura da cultura. Tém-se verificado
gue em areas com grande cobertura vegetal (acima de 50% de cobertura do solo) as
culturas que sdo plantadas em periodos muito curtos apds a operacdo de dessecacao
apresentaram clorose das folhas no periodo inicial, com reducdo no desenvolvimento
vegetativo, podendo implicar em queda de produtividade (MELHORANCA; VIEIRA,
1999). Em contrapartida, periodos longos favorecem o surgimento de possiveis rebrotas
ou de um novo fluxo de emergéncia de plantas daninhas que irdo estabelecer-se
concomitantemente com a cultura, exigindo um custo maior com o0 controle

complementar.
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Peixoto e Souza (2002) verificaram que a produtividade da soja foi diminuida em
até 13,9% quando essa foi semeada imediatamente apds a dessecacdo de sorgo.
Melhoranca e Vieira (1999) verificaram que a época de dessecacdo de B. decumbens
afetou o rendimento e o desenvolvimento vegetativo da soja, sendo que a dessecacgao
realizada 18 dias antes da semeadura propiciou rendimento 17 e 32% superiores as
dessecacOes realizadas aos 7° e 1° dias antes da semeadura, respectivamente.

A garantia de bons resultados com a implantacéo da cultura no SPD depende de
se realizar um bom manejo das culturas vegetais, combinado com um eficiente controle
quimico das plantas daninhas (TIMOSSI, 2005). Entretanto, muitas davidas sobre as
interacdes entre coberturas vegetais e herbicidas no controle de plantas daninhas ainda
precisam ser esclarecidas para que o agricultor possa usufruir de todos os beneficios
do sistema (CORREIA, 2006).

Alelopatia

Os vegetais liberam no ambiente uma grande variedade de metabdlitos primarios
e secundéarios a partir de folhas, raizes e serrapilheira em decomposi¢do. Estudos
realizados sobre os efeitos desses compostos em plantas proximas constituem o campo
da alelopatia (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Muitas plantas produzem metabdlitos, aparentemente sem uma funcéo fisiolégica
equivalente a dos metabdlicos primarios, 0os quais se acumulam nos diversos 6rgaos
das plantas, mas com uma fun¢do ecologica importantissima. Desta forma, muitas
espécies interferem no crescimento e desenvolvimento de outras por meio da producdo
e liberacdo de compostos quimicos com propriedades atrativas, estimulatorias ou
inibitorias. Estes sdo denominados aleloquimicos ou bioativos, e a esse fendmeno
alelopatia (RICE, 1974).

O efeito quimico da cobertura vegetal sobre o crescimento e/ou desenvolvimento
das plantas daninhas também pode ser explicado pelo fenbmeno da alelopatia, que,
segundo a definicdo da Sociedade Internacional de Alelopatia de 1996, significa

qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e
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microrganismos que influencia o crescimento e o desenvolvimento de sistemas
agricolas e bioldgicos. Deve-se considerar, também, que a esse efeito inibitério da
cobertura morta pode se associar o efeito anterior da cobertura do solo por plantas
vivas, que podem ter exercido um efeito supressor ou sufocante sobre véarias espécies
de plantas daninhas (ALVES et al., 2004).

A alelopatia tem sido reconhecida como um importante mecanismo ecolégico que
influencia a dominancia vegetal, a sucessao, a formacéo de comunidades vegetais e de
vegetacdo climax, bem como a produtividade e manejo de culturas. Substancias
alelopéaticas sédo encontradas distribuidas em concentragcbes variadas em diferentes
partes da planta e durante seu ciclo de vida (periodicidade). Quando essas substancias
séo liberadas em quantidades suficientes causam inibicdo ou estimulag&o (dependendo
da concentracdo) da germinacdo, crescimento e/ou desenvolvimento de plantas ja
estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microrganismos (CARVALHO, 1993).

De acordo com Santos et al. (2001), a expresséo “acdo alelopatica” refere-se a
especificidade da composicao bioquimica e das caracteristicas biologicas pertinentes as
espécies doadoras e receptoras que promovem a ocorréncia da interacao alelopatica.

A importancia da alelopatia em ecossistemas naturais ainda é questionada por
varios autores. E facil mostrar que os extratos ou os compostos purificados de uma
planta possam inibir o crescimento de outra planta em experimentos de laboratério, mas
ndo tem sido facil demonstrar que esses compostos estejam presentes no solo em
guantidade suficiente para alterar o desenvolvimento de um vegetal. Além disso, as
substancias orgéanicas presentes no solo, muitas vezes, ligam-se a particulas do solo e
podem ser rapidamente degradadas por microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Segundo Rezende et al. (2003), a alelopatia distingue-se de competicdo, pois
essa envolve a reducdo ou retirada de algum fator do ambiente necessario a outra
planta no mesmo ecossistema, tal como a agua, luz e nutrientes. Taiz e Zeiger (2010)
explicam que uma planta pode reduzir o crescimento das plantas vizinhas pela
liberagdo de aleloquimicos no solo, isso pode ter como consequéncia a maior chance
de acesso a luz, a agua e aos nutrientes e, portanto, propiciar sua maior adaptacao

evolutiva.
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O conteudo dos aleloquimicos em uma planta pode ser influenciado por vérios
fatores, como sazonalidade, ritmo circadiano, fase de desenvolvimento da planta e as
condicbes ambientais (EINHELLIG, 1995). Além disso, alguns desses fatores
apresentam correlacdes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto
no metabolismo secundéario (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Alelopatia e seus principais efeitos

Desde a antiguidade, sabe-se que algumas espécies vegetais podem prejudicar
0 crescimento de outras que estdo na proximidade. Durante muito tempo esse fato foi
considerado inexplicavel. Taiz e Zeiger (2010) ressaltam que os estudos sobre os
compostos secundarios produzidos pelos vegetais foram iniciados pelos quimicos
organicos do século XIX e inicio do século XX, interessados nessas substancias, pela
sua importancia como drogas medicinais, venenos, aromatizantes e materiais
industriais. Os autores explicam que mais recentemente foi sugerido que muitos
produtos do metabolismo secundario tém funcbes ecoldgicas importantes nos vegetais,
e protegem as plantas contra os herbivoros e contra a infeccdo por microrganismos
patogénicos. Eles estimulam animais polinizadores e dispersores de sementes, bem
como agentes na competicdo planta-planta.

De acordo com Miller (1996), os metabdlitos de plantas e seus produtos sao
importantes em todos o0s agroecossistemas. O autor ressalta os conceitos de
autotoxicidade e heterotoxicidade que sao tipos de atuacbGes alelopéticas. A
autotoxicidade ocorre quando a planta produz substancias toxicas, que inibem a
germinacdo e o crescimento intraespecifico. A heterotoxicidade ocorre quando
substancias fitotoxicas sao liberadas pela lixiviagdo e exsudacdo das raizes e
decomposicéo de residuos de algum tipo de planta sobre a germinagcdo de sementes e
o crescimento de outra espécie (WHITTAKAER; FEENY, 1971).

Quimicamente, a cobertura vegetal atua com seu efeito alelopético, pois libera
substancias no meio que diminuem a germinacdo e o desenvolvimento de plantas

daninhas. Crotalaria juncea é uma leguminosa anual que, segundo Calegari et al.
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(1993) tem efeito alelopatico e/ou supressor nas plantas daninhas, sendo utilizada
muitas vezes como cobertura morta para o plantio da soja.

De acordo com Olibone et al. (2006), as substancias quimicas liberadas pelos
residuos vegetais deixados sobre a superficie do solo, como o que ocorre no SPD, tém
comportamento diferenciado em relacdo ao que ocorre pelo método de incorporacéo.
Na incorporacao, essas substancias ficam diluidas no volume do solo correspondente a
profundidade em que foram enterradas; ja na semeadura direta elas se concentram na
camada superficial do solo. Dessa forma, como a intensidade dos efeitos alelopéticos
depende da concentragcdo dos aleloquimicos, a sua acdo € mais pronunciada na
semeadura direta.

Na maioria das vezes, ocorre maior influéncia das substancias alelopaticas nos
solos arenosos, em comparacao aos solos ricos em matéria organica. Isso é devido a
inativacdo e destruicdo das toxinas presentes nestes compostos ocorrerem de forma
lenta em solos pobres. Com base nesses aspectos, € de se esperar maior influéncia da
alelopatia em solos arenosos do que em solos ricos em microrganismos (BARCIK,
1999).

E importante lembrar que os efeitos benéficos de uma planta sobre outra n&o
devem ser desvinculados do conceito de alelopatia, uma vez que um dado composto
quimico pode ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo da concentragdo do
mesmo no ambiente.

S&o poucas as informacdes sobre como as substancias alelopaticas atuam nas
plantas. A grande dificuldade que se apresenta é que essas substancias afetam mais
de uma funcdo e provoca efeitos colaterais dificeis de distinguir-se dos principais.
Almeida (1991) menciona que as substancias alelopéaticas podem provocar reducdo da
germinacdo, diminuicdo do vigor vegetativo ou causar a morte das plantulas,
amarelecimento ou clorose das folhas, reducdo do perfilhamento e atrofiamento ou
deformacao das raizes.

De acordo com Miré et al. (1998), a alelopatia tem atraido grande interesse
devido as suas aplicac6es potenciais na agricultura. As diminuicdes de produtividade

causadas por plantas daninhas ou por residuos de culturas anteriores podem ser
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resultado dos efeitos alelopaticos. Uma perspectiva interessante € o desenvolvimento

de plantas geneticamente modificadas para serem alelopaticas as plantas daninhas.

Alelopatia das coberturas vegetais

A liberacdo de aleloquimicos das coberturas vegetais pode influenciar na
emergéncia e crescimento de plantas daninhas remanescentes. Algumas espécies
utilizadas para este fim tém demonstrado potencial alelopatico, melhorando o manejo
de plantas daninhas em é&reas nas quais s&o realizados controles quimicos e até
dispensando a utilizagédo de herbicidas, de acordo com a comunidade infestante da
area. Neste sistema, a decomposi¢cdo da cobertura vegetal resulta na produg¢édo ou
liberacdo de compostos fitotoxicos que sdo prejudiciais ao crescimento de plantas
daninhas. Como exemplo, pode-se citar a decomposi¢cdo de residuos de centeio
associados ao SPD, que é um potencial recurso da alelopatia capaz de reduzir a
biomassa das plantas daninhas (BARNES; PUTNAM, 1983).

Pesquisas alelopaticas de Urochloa em soja

O género Urochloa possui atividade alelopatica inibitoria comprovada na
germinacdo de sementes e no desenvolvimento de plantas de diferentes espécies
(SOUZA FILHO et al., 1997a, MARTINS et al. 2006, SOUZA et al. 2006). SOUZA
FILHO et al. (1997b) comprovaram atividade alelopatica, tanto nas sementes, como na
parte aérea, sendo a parte aérea a principal fonte de substancias ativas.

Nunes et al. (2005) estudaram a interacéo entre a dessecac¢ao de B. decumbens
aos 0, 7 e 14 dias antes da semeadura e a germinacdo de soja, ndo encontrando
influéncia significativa na germinacao. Pelos resultados desses autores, pode-se afirmar
que qualquer influéncia da cobertura vegetal de B. decumbens na cultura da soja que
possa ser observada ocorrera ap0s a germinacao.

A interferéncia da Urochloa no crescimento e desenvolvimento da cultura da soja,

guando utilizado o sistema “aplique e plante”, pratica de dessecacdo da cobertura e
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imediata semeadura da soja, ndo esta bem elucidada. Alguns autores justificam que,
talvez, seja efeito fitotoxico, direto ou indireto, do glyphosate (SANTOS et al, 2005,
OLIVEIRA JR et al., 2008), outros que esteja relacionado com efeito alelopatico da
Urochloa na soja (SILVA et al., 2006; SANTOS et al.,2007; NUNES et al., 2009).

Na literatura encontram-se alguns trabalhos relacionados com a incorporacéo de
Urochloa e a ocorréncia de efeito alelopético nas culturas. Entretanto, quanto ao SPD
com o uso de cobertura vegetal proveniente de U. ruziziensis ha poucas informacdes

publicadas.

Hipdtese de trabalho

Verificar possivel efeito deletério de Urochloa. ruziziensis na cultura da soja RR
através da interferéncia da massa seca de U. ruziziensis e as substancias do
metabolismo secundario nela contidas sobre o crescimento e a produtividade de soja

RR no sistema de plantio direto.

Objetivos Especificos

- Avaliar a relacdo entre a época de dessecagdo de U. ruziziensis e 0
desenvolvimento e produtividade da soja transgénica no SPD;

- Investigar a atividade citotoxica dos extratos brutos extraidos da U. ruziziensis
com e sem aplicacéo do herbicida glyphosate;

- Adequar técnicas de fracionamento que permitam isolar compostos bioativos
(aleloquimicos) da parte aérea de U. ruziziensis;

- Isolar e identificar os compostos alelopaticos majoritarios e/ou bioativos da
parte aérea de U. ruziziensis;

- Investigar a atividade citotOxica e fitotoxica do composto majoritario, extraido da

U. ruziziensis, em plantulas de soja.



CAPITULO 2 - PERIODOS DE DESSECACAO DE Urochloa ruziziensis E SEU
REFLEXO NA PRODUTIVIDADE DA SOJA TRANSGENICA

RESUMO - Com o objetivo de avaliar os efeitos de épocas de dessecacao de Urochloa
ruziziensis na implantacéo e na produtividade da soja transgénica no sistema de Plantio
Direto, foram conduzidos dois experimentos a campo, nos municipio de Colina, SP, no
ano agricola de 2007/08, e Jaboticabal, SP, em 2009/10. Em Colina, utilizou-se uma
area de pastagem de U. ruziziensis, conduzida ha sete anos. Nesse local foram
testadas quatro épocas de dessecacdo da cobertura vegetal: 30, 20, 10 e O dias antes
da semeadura da soja. No experimento de Jaboticabal, a area utilizada tinha histérico
de pastagem com U. ruziziensis, que no ano agricola 2008/09 foi cultivada com milho.
Apés a colheita do milho ocorreu reinfestacdo natural de U. ruziziensis na area,
correspondendo a mais de 80% de cobertura vegetal. Nesse experimento, 0sS
tratamentos corresponderam a seis épocas de dessecacao: 25, 20, 16, 12, 7 e 0 dias
apés a aplicacdo. Nos dois experimentos utilizou-se 1,44 kg e.a. ha™ do herbicida
glyphosate e a cultivar de soja M-SOY 7908 RR. O delineamento experimental foi o de
blocos ao acaso, com quatro repeticdes. Foram avaliados o estande da cultura aos 20
dias ap6s a semeadura e duas avaliagdes de acompanhamento do crescimento quanto
a altura, area foliar, massa seca de folhas e caules aos 40 e 50 dias. Na pré-colheita,
altura de plantas, altura de insercao da primeira vagem, niumero de vagens por planta e
rendimento de gréos (produtividade estimada em kg ha™). Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (teste F), com as médias sendo comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade e a produtividade de graos a andlise de
regressao. A dessecagédo de U. ruziziensis no mesmo dia da semeadura da soja reduziu
a altura das plantas, o nimero de vagens por planta e a produtividade de grdos. A
época recomendada para o manejo quimico de U. ruziziensis com glyphosate esté entre
10 e 20 dias antes da semeadura da soja. P6de-se concluir que a época de dessecacao
de U. ruziziensis afetou a produtividade da cultura.

Palavras-chave: Brachiaria ruziziensis, Glycine max, cobertura vegetal, alelopatia,

glyphosate.
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Introducéo

As espécies do género Urochloa (syn. Brachiaria) sdo importantes forrageiras de
regides tropicais como a Africa, Asia, Australia e América do Sul. Segundo Ferraz
(2003), no Brasil ha aproximadamente 95 milhdes de hectares cultivados com espécies
desse género.

O género Urochloa, de maneira geral, vem sendo considerado a principal opcao
na formacao de palhada para o sistema plantio direto, devido a alta relacdo C/N em sua
composicao, relacionada com grandes concentragdes de lignina, o que prolonga seu
periodo de decomposicao e pela boa producédo de matéria seca. A palhada contribui na
formacdo de uma camada espessa e uniforme de cobertura morta sobre o solo
constituindo em uma barreira fisica, auxiliando no controle de plantas infestantes.

As espécies forrageiras U. ruziziensis e U. decumbens, por se manterem em
crescimento durante toda a estagdo seca e pela facilidade de dessecacéao, podem ser
melhor aproveitadas com o proposito de cobertura do solo (MACHADO; ASSIS, 2010).
Entretanto, Nunes et al. (2006) ressalvam que para a utilizacdo da palhada, com funcéo
de cobertura do solo, sdo necessarias informacdes que esclarecam sobre o periodo
ideal entre a dessecacdo e a semeadura da cultura, para que esta nao influencie
negativamente a cultura em sucessao.

Na dessecacdo das coberturas vegetais, um dos herbicidas mais utilizados € o
glyphosate. Diversas doses de glyphosate tém sido testadas para a obtencdo de
cobertura morta de diferentes plantas de cobertura. Em plantio direto sobre B.
decumbens e B. brizantha, a Embrapa (2007) recomenda o periodo de 30 dias entre a
dessecacdo de Brachiaria e a semeadura da soja, utilizando doses de 1,8 a 2,16 kg e.a.
ha™* de glyphosate.

Existem varios relatos de agricultores sobre sintomas de amarelecimento e
reducdo no crescimento das plantas de soja, com consequente diminuicdo na
produtividade de gréaos, quando utilizam areas provenientes de pastagem com Urochloa
em sistema de plantio direto. E esse efeito € mais perceptivel quando a semeadura da

soja é realizada imediatamente apds a dessecacdo da cobertura.
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Uma hipdtese para os sintomas ocorridos na cultura da soja pode ser devido ao
processo de degradacdo do glyphosate dentro da planta, que resulta na formagéo do
acido aminometilfosfénico (AMPA), conhecida fitotoxina (DUKE et al. (2003); REDDY et
al. (2004)). Segundo Reddy et al. (2003), a formacao de AMPA na planta depende da
taxa de glyphosate aplicada, do material genético e das condigbes ambientais.

Melhoranca e Vieira (1999) verificaram que a época de dessecacdo de B.
decumbens afetou o rendimento e o desenvolvimento vegetativo da soja, sendo que a
dessecacgdo realizada 18 dias antes da semeadura propiciou rendimentos 17 e 32%
superiores ao das dessecacdes realizadas aos 7 e 1 dia antes da semeadura,
respectivamente.

Os sintomas observados nas plantas de soja provavelmente, também, estao
relacionados com a quantidade da cobertura vegetal depositada sobre a superficie do
solo, que pode alterar a dindmica do carbono e do nitrogénio do solo, impondo uma
acao fisica e também quimica, como o efeito alelopéatico da constituicdo quimica da
cobertura vegetal. As substancias alelopaticas liberadas por lixiviacéo, volatilizacdo ou
degradacao do material organico, podem ser transferidas entre as plantas doadoras e
receptoras por meio da absorcdo pela epiderme foliar ou pela raiz (SOUZA FILHO;
ALVES, 2002). A decomposicdo da cobertura vegetal resulta na producdo e/ou
liberagdo de compostos alelopaticos que afetam o crescimento de plantas daninhas
(BARNES; PUTNAM, 1983), mas que também podem prejudicar a cultura (CHOU;
PATRICK, 1976).

Existem vérios fatores que influenciam no contetdo dos aleloquimicos em uma
planta, como a sazonalidade, o ritmo circadiano e a fase de desenvolvimento da planta,
por exemplo. Além disso, alguns desses fatores apresentam correlacdes entre si e nao
atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no metabolismo secundéario (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Gramineas forrageiras do género Urochloa possuem atividade alelopatica
inibitéria comprovada sobre a germinagdo de sementes e no desenvolvimento de
plantas de diferentes espécies (SOUZA FILHO et al., 1997a; MARTINS et al., 2006;

SOUZA et al., 2006). Estudos desenvolvidos com esse género comprovaram atividade
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alelopatica tanto nas sementes como na parte aérea, sendo a parte aérea a principal
fonte de substancias quimicas com atividade potencialmente alelopatica (SOUZA
FILHO et al., 1997b).

De acordo com Olibone et al. (2006), as substancias quimicas liberadas pelos
residuos vegetais deixados sobre a superficie do solo, como o que ocorre no sistema
de plantio direto, tém comportamento diferenciado em relacdo ao que ocorre pelo
método de incorporacdo. Na incorporacédo, essas substancias ficam diluidas no volume
do solo correspondente a profundidade em que foram enterradas, enquanto no plantio
direto elas se conectam na camada superficial. Desta forma, como a intensidade dos
efeitos alelopaticos depende da concentracdo dos aleloquimicos, a sua acdo € mais
pronunciada no plantio direto.

Na literatura h& varios trabalhos relacionados com a incorporacao de braquiaria e
a ocorréncia de efeito alelopético nas culturas. Entretanto, quanto ao sistema de plantio
direto com o uso de uma cobertura vegetal proveniente de U. ruziziensis ha poucas

informacdes publicadas.

Objetivos:
Geral:
Verificar o efeito do periodo de dessecac¢do de Urochloa ruziziensis sobre soja

transgénica cv. M-SOY 7908 RR em plantio direto.

Especificos:

- Avaliar a campo, em dois locais, os efeitos dos periodos de dessecacado da U.
ruziziensis na implantacdo, no desenvolvimento e na produtividade de grdos de soja
transgénica M-SOY 7908 RR.

Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos a campo, em Colina, SP, no ano agricola
2007/08 e em Jaboticabal, SP, em 2009/10. Em Colina, foi realizado em éarea de
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pastagem, implantada ha sete anos com U. ruziziensis. Em Jaboticabal, utilizou-se uma
area com historico de pastagem de U. ruziziensis, que na safra anterior, de verao, foi
cultivada com milho. Apds a colheita do milho ocorreu reinfestacdo de U. ruziziensis,
correspondendo a 80 % de cobertura vegetal.

A amostragem da cobertura vegetal, para os dois experimentos, foi realizada na
pré-dessecacdao inicial, utilizando um quadro vazado de 1,0 x 1,0 m lancado quatro
vezes aleatoriamente nas &reas, para estimar a quantidade de cobertura morta
existente (em kg ha*). Os materiais contidos nos quadros foram cortados rente ao solo,
acondicionados em saco de papel e levado para secagem em estufa de circulagdo
forcada de ar, a temperatura de 70°C até massa seca constante para determinacao da
matéria seca. Em Colina, U. ruziziensis representava 100 % da cobertura vegetal do
solo, enquanto em Jaboticabal correspondeu a mais de 80 %, com ocorréncia de
algumas plantulas de Indigofera hirsuta (anileira), Conyza canadensis (buva),
Phyllanthus tenellus (quebra-pedra) e outras, que nao foram coletadas na amostragem
pois estavam muito pequenas, com uma a duas folhas. No momento da coleta, em
Colina, as plantas de U. ruziziensis encontrava-se, em média, com 0,6 a 0,7 m de altura
(inicio do florescimento) e em Jaboticabal, apresentavam-se menores, de 0,3 a 0,4 m.

Em Colina foram testadas quatro épocas de dessecacdo antecedendo a
semeadura da soja: aos 30, 20, 10 e 0 dias. Para o experimento em Jaboticabal, os
tratamentos corresponderam a seis periodos de dessecagéo antecedendo a semeadura
da soja: 25, 20, 16, 12, 7 e 0 dias.

Nos dois experimentos utilizou-se 1,440 kg e.a. ha™* do herbicida glyphosate para
a dessecacdo, empregando-se um pulverizador costal de precisdo, munido de barra
com seis pontas de jato plano (TT110.02), espagados de 0,5 m, com consumo de calda
equivalente a 200 L ha™ & pressdo constante de 2,24 kgf cm™.

Os dois experimentos foram instalados sobre um Latossolo Vermelho eutrdfico
tipico de textura argilosa. Com base em analise de solo e na necessidade nutricional da
cultura, realizou-se adubac&o, que constituiu de aplicacéo de 270 kg ha™ da formulacao
02-20-20 (N-P-K) no sulco de semeadura.

A cultivar de soja utilizada foi a M-SOY 7908 RR, semeada em uma Unica época,

nos respectivos anos. As sementes foram previamente tratadas com fungicida
(thiabendazole, na dosagem de 150 g p.c./100kg de sementes e thiram, na dosagem de
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280 ml p.c./100kg de sementes). Em seguida, as sementes foram inoculadas com
Bradyrizobium japonicum, na dosagem de 200 g de produto comercial (Urelec) por 100
kg de sementes. A semeadura foi realizada mecanicamente, com espacamento
entrelinhas de 0,45 m, a uma profundidade de 5 cm. Foram distribuidas 23 sementes
por metro.

No decorrer do periodo experimental foram tomadas todas as medidas
preventivas e curativas visando a boa sanidade da cultura. Para o manejo das plantas
daninhas, foi realizada uma Unica aplicacdo de glyphosate no estadio fenolégico V2
(FEHR, 1971) da cultura da soja, na dose de 1.080 kg e.a. ha™.

O delineamento experimental utilizado, nos dois experimentos, foi o de blocos ao
acaso, com quatro repeticdes. As parcelas experimentais tinham dimensdes de 10 m x
6 m, tomando-se como area Uutil cinco linhas centrais, exceto um metro de cada

extremidade, totalizando 18 m?.
Aos 20 dias ap6s a semeadura (DAS) da soja foi determinado o estande inicial,

contando-se as plantas existentes dentro da &rea Util de cada parcela.

Para Jaboticabal aos 40 e 50 dias da semeadura, foram realizadas duas
avaliacbes em 0,4 cm da linha de semeadura para acompanhamento do crescimento e
desenvolvimento das plantas de soja. Na ocasido a soja encontrava-se no estadio
fenoldgico V6 e R1 aos 40 e 50 dias, respectivamente. Fez-se medicéo da altura e da
area foliar e pesagem da massa seca de folhas e de caules.

Por ocasido da colheita (120 DAS), foram determinadas a produtividade e massa
seca de 100 graos das plantas existentes na area util de cada parcela. Determinou-se
também, nas plantas de soja presentes em 0,5 m da linha semeada, a altura das
plantas, a altura de insercdo da primeira vagem e nimero de vagens por planta. Para
expressdo de produtividade e massa seca de 100 grédos, a umidade dos gréos foi
corrigida para 13%.

Foram coletados os dados de precipitacdo pluvial e temperatura média na
Estacdo Agroclimatologica do Departamento de Ciéncias Exatas da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, e na Estacdo Climatologica de Colina, ambos acumulados
durante os periodos em que se realizou a dessecacdo da cobertura vegetal de U.

ruziziensis, antecedendo a semeadura da soja (Figura 1).
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, com
as médias sendo comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e com os

dados de produtividade de graos, de Jaboticabal, foi realizada analise de regressao.
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Figura 1. indices pluviométricos e temperatura média na area de Colina (2007/08) e
Jaboticabal (2009/10), durante os periodos em que se realizou a dessecacdo
da U. ruziziensis com glyphosate, antecedendo a semeadura da soja (M-SOY
7908 RR). Jaboticabal, 2011.

Resultados e Discussao

Em Colina, apés a dessecacdo com glyphosate, houve a formacdo de uma
camada de U. ruziziensis morta sobre o solo de, aproximadamente, 16 cm de
espessura, correspondendo a 10 t ha™ de massa seca, com o solo encontrando-se
totalmente recoberto pela cobertura vegetal. Em Jaboticabal, a cobertura de U.
ruziziensis dessecada correspondeu a 6,0 t ha™. Essa menor quantidade de massa
seca em Jaboticabal foi consequéncia do menor desenvolvimento da Urochloa e
também ao ndo recobrimento total do solo, cobrindo somente 80 %. Mesmo com essa
diferenca na quantidade, e espessura da cobertura morta sobre o solo formada nos dois
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experimentos, ndo se constatou efeito significativo destas sobre o estande da soja aos
20 dias apés a semeadura (Tabela 1).

Tabela 1. Estande da soja (plantulas m™) aos 20 dias ap6s a semeadura da soja em
Colina e Jaboticabal, em funcdo dos periodos de dessecacdo da U.

ruziziensis.
Local DAA' Estande Local DAA Estande
25 14,90 A
30 16,50 A 20 15,80 A
Colina 20 16,10 A Jaboticabal 16 15,60 A
10 15,78 A 12 14,7 A
0 15,72 A 7 15,10 A
0 15,3 A
F bloco 2,29 NS 1,08 NS
Ftrat. 3,39 NS 1,29 NS
DMS 0,816 2,67
CV(%) 2,71 5,12
DAA' = Dias apés a aplicacdo, Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS — n&o significativo.

Existem vaérios fatores, principalmente as condi¢cdes edafoclimaticas e os
diferentes intervalos de tempo entre a semeadura da cobertura vegetal e 0 seu manejo,
gue sao responsaveis pelas quantidades de massa seca formadas. Nunes et al. (2009)
encontraram 8,6 t ha™ de massa seca em vegetacéo nativa de B. decumbens, que apds
0 manejo quimico representou uma camada de palha com 15 cm. Nunes et al. (2006),
observaram 11 t ha™ de massa seca de B. decumbens, também em pastagem naturais.
Timossi et al. (2006) trabalhando com formac&o de cobertura morta para o sistema
plantio direto, relataram a obtenc&o de 7,4 t ha™ de massa seca dessa espécie.

Na avaliagdo de acompanhamento do crescimento e desenvolvimento da cultura
da soja em Jaboticabal, aos 40 dias ap0s a semeadura da soja (Tabela 2), detectou-se
que ocorreu reducdo, no tratamento 0 DAD, na é&rea foliar, massa seca de folhas e
caule, em média, de 42 %, 37,5 % e 32,5 %, respectivamente, diferindo significamente

dos demais tratamentos. O tratamento 7 DAD , mesmo nao diferindo dos outros
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tratamentos, 12 DAD, 16 DAD, 20 DAD e 25 DAD, foi perceptivel, em termos de média,

uma reducdo em todos os parametros analisados.

Tabela 2. Média da altura de plantas de soja, area foliar, massa seca de folhas e de
caule da avaliacdo das caracteristicas de crescimento e desenvolvimento,

estadio V6, realizada aos 40 dias ap0s a semeadura da soja.

Altura de Area foliar Massa seca de Massa seca de
Tratamentos 5

plantas (cm) (cm?) folhas (Q) caule (g)

25 DAD* 32,61A 4421 A 16,20 A 8,44 A

20 DAD 33,14A 4778 A 17,85 A 8,62 A

16 DAD 33,10A 4737 A 17,70 A 8,81 A
12 DAD 33,43A 4274 A 16,31 A 8,19 AB
07 DAD 29,23A 3329 AB 12,53 AB 6,51 AB
00 DAD 30,13A 2627 B 10,05 B 560 B
Trat. Sem Brag. 33,32A 4494 A 16,13 A 8,05 AB
F blocos 1,58 NS 0,14 NS ' 0,15NS 0,57 NS

F Trat. 1,21 NS 5,29** 5,29** 4,71**
DMS 6,790 1635 5,86 2,61
CV (%) 9,30 17,10 16,45 14,45

Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS — néo significativo, **significativo a 1% e * 5% de probabilidade.
DAD* - Dias ap6s a dessecacao

Na avaliacdo, aos 50 dias ap0s a semeadura da soja (Tabela 3), no tratamento
zero (00) DAD, ocorreu reducdao significativa, proxima a 40%, nos parametros avaliados
de area foliar, massa seca de folhas e caule. Esses resultados encontrados corroboram
os de Oliveira Janior (2006), Santos et al. (2007) e Nunes et al. (2009) em que
observaram que a dessecacao realizada na data da semeadura — sistema conhecido
como “aplique e plante” — ou dez dias antes prejudicou o desenvolvimento da soja,
resultando em queda de produtividade, quando comparado ao manejo antecipado de,
aproximadamente, 20 dias para a semeadura. Nesta avaliagdo também foi detectada,
para o tratamento 7 DAD, reducédo significativa quanto a area foliar, massa seca de
folhas e caule, sendo assim confirmada as reducdes, que na avaliacdo anterior, aos 40

dias apos a semeadura da soja, expressavam-se, apenas como tendéncia.



29

Tabela 3. Média da altura de plantas de soja, area foliar, massa seca de folhas e de
caule da avaliacdo das caracteristicas de crescimento e desenvolvimento no
estadio fenologico R1, realizada aos 50 dias apds a semeadura da soja.
Jaboticabal, 2010.

Altura de Area foliar Massa seca Massa seca
Tratamentos 2
plantas (cm) (cm?) de folhas (g) de caule (g)
25 DAD 51,50 ABC 8.223 AB 30,17 AB 18,06 AB
20 DAD 57,47 A 9.782 A 35,94 A 21,98 A
16 DAD 55,29 AB 9.273 A 34,66 A 21,31 AB
12 DAD 54,61 AB 8.373 AB 32,49 AB 20,25 AB
07 DAD 50,14 BC 7.206 B 27,10 B 17,29 B
00 DAD 46,14 C 5199 C 18,96 C 12,43 C
F blocos 2,65 NS 1,05 NS 2,22 NS 6,27**
F Trat. 7,66** 14,77** 13,99** 14,37**
DMS 6,81 1.861 7,33 4,22
CV (%) 5,64 9,81 10,31 9,51

Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS — n&o significativo, **significativo a 1% de probabilidade.
DAD - Dias ap0s a dessecagao.

No experimento em Colina, verificou-se, na ocasido da colheita, o efeito da
época de dessecacdo na altura de plantas (Tabela 4), sendo que ocorreu reducao
significativa de 10% quando adotado o manejo aos zero dias apés a aplicacdo - DAA
(aplique e plante) em relacdo aos demais manejos. Mesmo efeito foi observado para o
experimento em Jaboticabal, mas com reducdo média de 7% (Tabela 5). A reducéo
mais acentuada na altura de plantas de soja em Colina deve-se, provavelmente, ao
efeito da quantidade de cobertura morta disposta sobre o solo, que foi 40% maior
quando comparada com a de Jaboticabal. A esse fato infere-se também uma possivel
maior concentracdo de aleloquimicos sollveis em agua, presentes na solucéo do solo,
provenientes da forrageira, uma vez que a concentragdo de alelogquimicos é
dependente da quantidade de residuos vegetais no solo (OLIBONE et al., 2006),
ressaltando que existem varios fatores que também influenciam na concentracdo de
aleloquimicos nas plantas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

O numero de vagens por planta, em Colina, foi reduzido, em média, 20% com a
dessecacdo de U. ruziziensis aos zero DAA (Tabela 4). Em Jaboticabal, essa
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caracteristica foi reduzida significativamente aos 0, DAA (Tabela 5). A reducéo ocorrida
no numero de vagens aos 0 e 7 DAA deve-se, possivelmente, como ocorreu para a
altura de plantas, a concentracdo de aleloquimicos, que estavam disponiveis na
solucao do solo.

Em Colina, a produtividade da soja (kg ha™) foi reduzida, em média, em 30%
com a dessecacdo da U. ruziziensis realizada aos zero DAA, que correspondeu a
aplicacdo feita no dia da semeadura da soja, quando comparada com as outras épocas
(Tabela 4), enquanto em Jaboticabal, a produtividade da soja foi reduzida em média,
em 8% com a dessecacao realizada aos 0, 7 e 25 DAA (Tabela 5). Esta reducao de
produtividade em Jaboticabal, constatada nestes trés periodos, esta relacionada,
possivelmente, com o efeito alelopatico de U. ruziziensis e pode-se inferir que alguns
aleloquimicos presentes na palhada provavelmente foram lixiviados pelas chuvas
(Figura 1), carreados para a solucéao do solo, atingindo concentracdes suficientes para
afetar negativamente a cultura da soja. A chuva continua pode resultar na perda de
substancias hidrossoluveis das folhas e raizes por lixiviagdo; sabe-se que isto se aplica
a algumas plantas produtoras de alcaldides, glicosideos e até mesmo 6leos volateis
(EVANS, 1996; WATERMAN; MOLE, 1994). Apos os 12 DAA esse efeito inibitdrio ndo
mais se manifestou. Segundo Putnam e Duke (1978), os aleloquimicos, para atuarem
sobre 0s organismos, necessitam atingir a concentracdo minima no meio, as quais
esses sao suscetiveis.

Para a reducao de produtividade aos 25 DAA, explicacdes plausiveis se devem,
provavelmente, ao surgimento de rebrotas e de novas plantulas de U. ruziziensis e, com
a aplicacdo complementar de glyphosate na soja que se encontrava no estadio
fenologico V2 (FEHR, 1971), cerca de 20 dias ap6s a semeadura, ocorreu nova
liberacdo de aleloquimicos de Urochloa, em quantidades minimas para atuar
negativamente na soja, concomitante a este efeito pode estar ocorrendo na

convivéncia, competicdo por nutrientes entre a Urochloa e as plantas de soja.
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Tabela 4. Efeito dos periodos de dessecacao da Urochloa ruziziensis sobre a altura de
plantas, altura de insercdo da 1% vagem, numero de vagens por planta e
produtividade da soja. Colina, 2008/09.

Epoca Altura de o
Alturade N° de vagens Produtividade
Cobertura vegetal Dessec insercdo da 12 L
plantas (cm) por planta (kg ha™)
. (DAA) vagem(cm)
30 70,30 A* 25,90 A 35,20 A 3.006 A
20 64,23 BC 23,47 A 34,90 A 3.143 A
Urochloa
10 66,63AB 22,83 A 31,30 AB 3.160 A
0 62,37 C 22,70 A 27,30 B 2.180 B
F bloco 1,41 NS 1,32 2,3NS 541 *
F trat. 17,27** 1,08 5,00* 7,62 **
DMS 4,15 2,72 7,23 55,16
CV(%) 3,74 6,12 13,48 6,11

' Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS — n&o significativo pelo teste F, **diferem em 1%, *diferem em 5% de probabilidade

DAA = Dias ap0s a aplicacao do glyphosate

Efeitos inibitérios sobre varias caracteristicas agronémicas na cultura da soja
como consequéncia da dessecacdo de Brachiaria spp., em épocas proximas a
semeadura da soja, também foram encontrados por Santos et al. (2007) e Nunes et al.
(2009), corroborando o0s resultados observados nesta pesquisa. Estes autores
concluiram que a época mais adequada para 0 manejo quimico de B. ruziziensis e B.
decumbens, respectivamente, situa-se entre 7 e 14 dias antes da semeadura da soja.
Silva et al. (2006) sugeriram que a dessecacdo de B. brizantha deve ser feita em

periodos iguais ou maiores que 14 dias antes da semeadura da soja.
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Tabela 5. Efeito das épocas de dessecacdo da Urochloa ruziziensis sobre a altura de
plantas, altura de insercdo da 1% vagem, numero de vagens por planta e
produtividade da soja. Jaboticabal, 2009/10.

Epoca Altura de .
Cobertura Altura de . B . N°de vagens Produtividade
Vegetal pessec. lantas (cm) insercdo da 17 or planta (kg ha™)
g (DAA) P vagem (cm) . g
25 76,76 AB? 23,02 A 37,07 AB 3.290 B
20 79,89 A 23,61 A 40,50 A 3.445 AB
16 79,31 A 22,14 A 40,62 A 3.545 A
Urochloa
12 79,35 A 22,85 A 39,37 AB 3.542 AB
07 76,20 AB 22,83 A 33,80 B 3.290 B
0 71,20 B 21,75 A 32,66 B 3.288 B
F bloco 0,71 NS 1,08 NS 1,44 NS 0,26 NS
F trat. 3,54* 1,29 NS 5,07** 7,58 **
DMS 7,849 2,674 6,39 207,54
CV (%) 4,43 5,12 9,76 2,66

' Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.NS — néo significativo pelo teste F, **diferem em 1%, *diferem em 5% de probabilidade.

DAA-Dias ap6s a aplicacéo do glyphosate

A idade e o desenvolvimento da planta, bem como os diferentes 6rgaos vegetais,
também sdo de consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade total
de metabdlitos secundarios produzidos, mas também as proporcdes relativas dos
componentes em mistura (BOWERS; STAMP, 1993; HENDRIKS et al., 1997; EVANS,
1996; JENKS et al., 1996; WILKINSON; KASPERBAUER, 1972). Sabe-se também que
tecidos mais novos geralmente possuem maior taxa biossintética de metabdlitos
secundarios. Brum et al. (2009) avaliando uma substancia, identificada como uma
saponina esteroidal, em diferentes fases do desenvolvimento de B. decumbens e B.

brizantha (sementes, crescimento, floracdo, frutificacdo e queda das sementes),
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concluiram que os teores foram maiores na fase de inicio do crescimento e na queda
das sementes, enquanto nas sementes nao foi encontrada essa substancia .

Maciel et al.(2003) observaram respostas semelhantes em dois manejos: com
palha de B. decumbens em superficie + irrigagédo superficial e com palha em superficie
+ irrigacdo subsuperficial, sobre area foliar, matéria seca e raz&o da area foliar na soja,
e relataram que como o efeito foi praticamente idéntico descartaram a hipétese da
lixiviacdo de compostos presentes na palhada via irrigagcdo. Uma provavel explicacédo
para essas respostas semelhantes com a adocdo de diferentes manejos € que 0s
autores ndo consideraram o periodo compreendido entre a dessecacdo da U.
ruziziensis e a coleta do material no campo, que foi de 30 dias apés a dessecacdao, e
nesse periodo pode ter ocorrido a lixiviacao de substancias alelopaticas hidrossollveis
contidas na U. decumbens por chuva e/ou orvalho.

Quando se analisa a reducéo de produtividade da soja ocorrida com 0 manejo
“aplique e plante” (0 DAA) em Colina e em Jaboticabal (0 e 7 DAA), de 30% e 8%,
respectivamente, estes resultados inferem a possivel existéncia de aleloquimicos
liberados pela U. ruziziensis durante esse periodo, e que a intensidade do efeito
negativo foi maior em Colina devido a maior quantidade de cobertura vegetal (10 t ha™),
enquanto em Jaboticabal foi de 6 t ha; atrelado a esse efeito da quantidade de
cobertura, as chuvas ocorridas nesses periodos, que ultrapassaram os 80 mm dos 0
aos 7 DAA (Figura 1), pode ter auxiliado na lixiviacdo de aleloguimicos hidrossoluveis
contidos na U. ruziziensis.

Deve-se lembrar que o efeito negativo observado, de modo geral, sobre as
componentes de produtividade da soja devido a cobertura vegetal pode estar
relacionado com a relacdo C/N. A menor intensidade do efeito negativo nas
componentes produtivas da soja em Jaboticabal pode ser atribuida a menor quantidade
de cobertura vegetal depositada sobre o solo, que, consequentemente, interferiu menos
na dinamica do nitrogénio disponivel as plantas. No entanto, Souza et al. (2003), ao
estudarem o efeito alelopéatico de plantas daninhas e de cinco concentracdes de B.
decumbens incorporadas ao solo no desenvolvimento inicial de Eucalyptus grandis,

concluiram que os teores de nutrientes e as caracteristicas quimicas do solo foram
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pouco alterados pelos tratamentos utilizados, sendo pouco provavel que a reducédo do
crescimento de E.grandis se deva as restricbes nas quantidades de nutrientes
disponiveis. Souza et al. (2006), avaliando os efeitos alelopaticos de B. decumbens
sobre o crescimento inicial de milho, arroz, trigo, soja, feijao, algoddo e a dinamica do
nitrogénio no solo, concluiram que a incorporacédo da matéria seca da parte aérea de B.
decumbens reduziu significativamente os teores de nitrato no solo em todos os estudos
realizados. Entretanto, segundo Maciel et al. (2003), esses efeitos ndo sédo observados
guando se adota o sistema plantio direto.

Tanto para o experimento em Colina, quanto para o de Jaboticabal, em todos os
manejos adotados, a massa de 100 graos de soja ndo diferiu estatisticamente entre si,
apresentando, em média, 17,60g (dados nao apresentados). Esses resultados diferem
dos encontrados por Nunes et al. (2009), nos quais a massa de 100 gréos de soja foi
estatisticamente superior quando o manejo quimico da B. decumbens foi realizado aos
14 e 7 dias antes da semeadura.

Em trabalho realizado por Oliveira Jr. et al. (2006), o controle de Bidens pilosa
realizado na data da semeadura da soja ou dez dias antes prejudicou o
desenvolvimento da cultura, resultando em queda na produtividade entre 10 e 20% se
comparado ao manejo quimico realizado aos 20 dias antes da semeadura. Ainda
segundo esses autores, os métodos de controle complementar (manual, aplicacdo
sequéncial ou em dose Unica de herbicidas apds a emergéncia da cultura)
proporcionaram incremento de produtividade em relagcéo a néo realizacéo do controle, o
gue reflete a interferéncia imposta pelas plantas daninhas na soja.

Foi realizada a estimativa do intervalo favoravel, em funcdo da significancia dos
dados observados para a produtividade de gréos, entre a dessecagao de Urochloa e a
semeadura da soja. Para Jaboticabal, esse intervalo situou-se entre 10 e 21 dias, sendo
a producdo maxima de 3.540 kg ha™ obtida aos 12 DAA e a estimada de 3.587 kg ha™
aos 14 DAA (Figura 2). Quando a semeadura foi realizada aos 0, 7 e 25 dias apos a
dessecacdo da Urochhloa, ocorreu efeito negativo na produtividade, com perda média

de 8% na producdo de gréos. Para Colina, esse intervalo situou-se entre 8 e 24 dias,
com producdo méxima obtida de 3.142 kg ha™ aos 10 DAA e estimada de 3.223 kg ha™
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aos 14 DAA (Figura 3). Quando a semeadura foi realizada aos 0 e 30 dias apés a
dessecacdo da Urochhloa, houve reducdo média de 18 % na produtividade da cultura.

Conclusdes

Nas condi¢cbes em que foi realizada essa pesquisa, concluiu-se que na utilizacao
de uma area com cobertura vegetal de U. ruziziensis € recomendavel semear a soja em
um periodo compreendido entre 10 e 20 dias ap0s a dessecacdo da forrageira com
glyphosate, considerando-se uma aplicagdo complementar deste herbicida no estadio
V2 da cultura.
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CAPITULO 3 - EPOCA DE DESSECACAO DE Urochloa ruziziensis E EFEITO DA
QUANTIDADE E DO POSICIONAMENTO DE SUA PALHA NA NODULACAO E NAS
CARACTERISTICAS PRODUTIVAS DA SOJA M-SOY 7908 RR

RESUMO - Com o objetivo de avaliar a nodulacdo, o desenvolvimento e caracteristicas
produtivas da soja transgénica, cultivar M-SOY 7908 RR, em funcéo da quantidade e da
incorporacdo ou deposi¢cdo na superficie do solo da cobertura morta de U. ruziziensis
dessecada com glyphosate em diferentes épocas antecedendo a semeadura da cultura,
foram conduzidos trés experimentos sob condi¢cdes semi controladas, no Laboratério de
Biologia e Manejo de Plantas Daninhas da FCAV-UNESP. No primeiro experimento os
tratamentos constituiram da incorporacdo ou deposicdo na superficie do solo de trés
guantidades de cobertura vegetal (palha) de U. ruziziensis dessecada com glyphosate,
sendo T1, T2 e T3, respectivamente, a 2,5; 5,0 e 10 t ha™ de palha de U. ruziziensis na
superficie e T4, T5 e T6, 2,5; 50 e 10 t ha™’, respectivamente, de U. ruziziensis
incorporada ao solo a 10 cm de profundidade. No segundo experimento, os tratamentos
constaram de trés épocas de dessecacdo da Urochloa: 0 dias antecedendo a
semeadura da soja (DAS), 7 DAS e 12 DAS, com uma testemunha sem Urochloa. Para
0 terceiro experimento, os tratamentos foram: T1 dessecacdo aos 5 DAS; T2 -
dessecacdo aos 5 DAS mas antes de semear a soja retirou-se da parcela a parte aérea
da Urochloa, deixando-se as raizes; T3 dessecacdo aos 10 DAS; T4 dessecacdo aos
10 DAS mas retirou-se a parte aérea da Urochloa e T5 dessecagdo aos 0 DAS. As
caracteristicas avaliadas foram massa seca de raizes, nédulos e parte aérea (folhas e
caule), numero de noédulos e de vagens e produtividade. Para todos os ensaios, 0
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. A deposicdo da
palha de U. ruziziensis oriunda da dessecacdo com glyphosate na superficie do solo
favoreceu a nodulagéo e o crescimento da parte aérea das plantas de soja M-SOY 7908
RR, enquanto a incorporacdo, ja a partir de 2, 5 t ha, causou efeitos deletérios. A
dessecacdo de U. ruziziensis dos 0 aos 7 dias antecedendo a semeadura da soja M-
SOY 7908 RR foi prejudicial a nodulagcdo e a cultura, devido principalmente a parte
aérea da graminea, inclusive reduzindo sua produtividade.

Palavras-chave: Brachiaria ruziziensis, Glycine max, cobertura vegetal, plantio direto,
glyphosate.
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Introducéo

O sistema de plantio direto (SPD) tem demonstrado eficiéncia no controle da
erosao, através da manutencao de residuos vegetais na superficie do solo, propiciando
também o aumento da disponibilidade de nutrientes (ALVARENGA (1996), citado por
NUNES et al. (2006). Todavia, Nunes et al. (2006) ressalvam que o SPD implica no
conhecimento e definicdo das espécies para cobertura, as quais devem ter boa
producdo de biomassa e ser suficientemente persistentes, para protecédo fisica do solo
e disponibilizacdo de nutrientes. Andrade et al. (2009) afirmam que estratégias de
manejo que mantém ou adicionam carbono ao solo melhoram a qualidade fisica deste e
gue culturas agregadoras e com sistema radicular agressivo podem minimizar os efeitos
negativos da degradacao do solo, em especial as gramineas.

Desde 2003 o Brasil figura como o segundo produtor mundial de soja,
responsavel por 26,8% da safra mundial (EMBRAPA, 2005). Considerando a soja uma
das principais alternativas para a reforma e recuperagdo de pastagens degradadas, a
interacdo agricultura — pecuaria torna-se vantajosa para o agricultor.

Na busca por boas espécies de cobertura do solo, as espécies do género
Urochloa aparecem como alternativas viaveis e de excelente qualidade, e vem se
tornando importantes aliadas para a formacdo de cobertura vegetal (palha) no SPD
(SILVA et al., 2004; TIMOSSI et al.,, 2006). Entretanto, varios agricultores relatam
reducéo de crescimento, amarelecimento e diminuicdo na producdo da soja quando os
residuos vegetais de Urochloa séo incorporados ao solo (MACIEL et al., 2003). Souza
et al. (2003) citam que em observa¢gbes a campo o0 capim-braquiaria (U. decumbens)
demonstrou ser prejudicial quando incorporado ao solo, nas areas de implantacédo de
mudas de eucalipto. Souza et al. (2006), utilizando incorporacdo de capim—braquiaria
(U. decumbens) sobre o crescimento de sete plantas cultivadas, dentre elas a soja,
constataram a reducdo drastica de nitrato no solo ao término dos experimentos.
Contudo, Silva et al. (2009) destacaram Urochloa brizantha como boa espécie na

ciclagem de nutrientes.
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No sistema de reforma de pastagens, em que Urochloa é utilizada como
cobertura vegetal para o plantio direto, esta é dessecada com herbicidas de manejo,
como o glyphosate. Analisando o desenvolvimento da soja resistente ao glyphosate
sobre épocas de dessecacdo anterior a semeadura, Santos et al. (2007) concluiram que
a dessecacdo da U. brizantha com a semeadura da soja no mesmo dia, além de ter
afetar o desenvolvimento da cultura, promoveu efeito negativo na atividade de
microrganismos do solo, e destacaram que o intervalo entre as duas praticas,
dessecacdo da cobertura vegetal seguida da semeadura da cultura deve ser de pelo
menos sete dias.

Com a expansdo do plantio direto e, mais recentemente, 0S avangos
biotecnolégicos que permitiram a comercializagdo de cultivares de plantas
geneticamente modificadas tolerantes ao herbicida a base de glyphosate, como é o
caso da soja, essas praticas causaram o0 aumento do uso deste herbicida nos
agrossistemas, elevando assim a presenca dessa molécula no ambiente, especialmente
no solo. Isto traz preocupacao, pois o0 uso generalizado do glyphosate pode contaminar
0 solo e a agua e impactar os componentes bibticos do ecossistema, especialmente a
microbiota do solo e os microrganismos simbiontes radiculares, como as bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico e os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), os
quais ocorrem invariavelmente associados as raizes da soja, exercendo grande
influéncia na nutricdo e sanidade dessa cultura (SIQUEIRA et al., 2004).

O glyphosate, é o herbicida de maior participacgdo no mercado mundial,
caracterizando- se pelo amplo espectro de acédo e por ndo ser seletivo a cultura da soja.
Existem mais de 90 marcas comerciais com esse ingrediente ativo no mundo (HEAP,
1997). Por inibir a sintese da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPSs),
a molécula de glyphosate bloqueia a sintese de aminoacidos aromaticos. Cultivares de
soja resistentes ao glyphosate contém a enzima EPSPs insensivel ao herbicida;
todavia, as bactérias fixadoras de N,, associadas ao sistema radicular da soja, do
género Bradyrhizobium ndo apresentam essa insensibilidade enzimatica, podendo o

glyphosate interferir na interagédo simbiotica.
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Segundo Gonzalez et al. (1996), o risco de intoxicacdo de herbicidas sobre os
microrganismos € maior quando os produtos inibem processos bioquimicos comuns
entre as plantas e os microrganismos. Os efeitos fisiolégicos nas cultivares de soja
transgénica resistente ao glyphosate (RR) podem variar, segundo Zablotowicz e Reddy
(2004), em funcao de fatores como localizagdo geogréfica, condicbes ambientais, tipos
de solo, populag&o de rizébios, entre outros.

Os impactos do glyphosate na microbiota e os processos biolégicos do solo tém
sido estudados, mas de forma indireta, com pesquisas que envolvem comunidades
heterotroficas (BUSSE et al., 2001). Com raras excecgdes, esses estudos ndo revelaram
efeito adverso prolongado deste herbicida no solo (WARDLE; PARKINSON, 1990,
1991). HA& relatos de efeitos inibitérios sobre microrganismos em meio de cultura
(QUINN et al., 1988; GORLACH-LIRA et al., 1997), havendo também casos de estimulo
ao crescimento microbiano heterotrofico (ROSLYCKY, 1982).

Para bactérias fixadoras de nitrogénio em vida livre, os efeitos do glyphosate
variam muito em fungcédo das espécies e estirpes estudadas (HAAHTELA et al., 1988;
SANTOS; FLORES, 1995; OLIVEIRA JR. et al., 2008). Na soja transgénica, além do
material vegetal, outras variaveis, como o grupo de maturacdo ou a modalidade de
aplicacdo do glyphosate sdo de grande importancia, pois associam cada parte do
desenvolvimento da planta (variaveis-resposta) a uma determinada fonte de variacéo
(OLIVEIRA JR. et al., 2008).

No caso de rizébio, o crescimento, a sobrevivéncia, a nodulacéo e a atividade da
nitrogenase tém sido avaliados em diversos trabalhos, que revelam resultados
inconsistentes, e que variam de acordo com as doses aplicadas, espécies/estirpes
estudadas e condi¢cbes experimentais, como em meios artificiais (MARTENSSON,
1992; MOORMAN et al., 1992), ou em solos (MALLIK; TESFAI, 1985; MOORMAN,
1986).

Recentemente, Santos et al. (2004) observaram respostas diferenciadas no
crescimento de estirpes de Bradyrhizobium spp. nativas do Brasil em razdo da
aplicacéo de diferentes formulagbes comerciais do glyphosate, revelando a importancia

de se considerar os adjuvantes desses herbicidas nessas avaliagdes de impactos.
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King et al. (2001) testaram o efeito do glyphosate sobre plantas totalmente
dependentes da nodulagdo para obtencdo de nitrogénio e plantas supridas com
nitrogénio mineral. Observaram decréscimo na biomassa da parte aérea das plantas
supridas ou ndo com nitrogénio. Esse fato sugere um possivel efeito direto negativo do
glyphosate sobre a produgédo de matéria seca da parte aérea, sem que a reducdo na
nodulacdo seja a principal responsavel por esse decréscimo. Reddy et al. (2000)
também encontraram reducdo da matéria seca tanto da parte aérea quanto do sistema
radicular de plantas de soja RR tratadas com glyphosate em comparacdo com a
testemunha sem herbicida; no entanto, os resultados s6 foram possiveis com o dobro
da dose maxima utilizada por King et al. (2001), mostrando assim a existéncia de certa
injuria que o glyphosate ocasionou sobre plantas de soja RR tratadas com doses
elevadas.

Os pesquisadores Johal e Huber (2009) alertam que o uso extensivo do
glyphosate em culturas geneticamente modificadas ameaga a sustentabilidade agricola,
pois esta adogcdo de manejo repetitivo vem gerando efeitos indesejaveis sobre a
eficiéncia nutricional e predispondo a planta a doenca. Um aumento significativo na
severidade da doenca associada com aplicagbes do glyphosate pode ser resultado do
enfraquecimento direto da defesa da planta induzida pelo herbicida e, com isso,
aumenta a populagédo dos patdégenos e favorece as viruléncias. Os efeitos indiretos do
glyphosate relacionados com a predisposicdo a doencga resultantes principalmente da
imobilizacdo de nutrientes especificos envolvidos na resisténcia as doencas, sdo a
reducdo no crescimento e no vigor da planta. Segundo estes autores, estratégias para
amenizar o efeito do glyphosate incluem selecdes criteriosas das doses de aplicacéo do
herbicida, pois as doses recomendadas sdo muitas vezes bem superiores a necesséria
para o controle de plantas daninhas; adequacéo de micronutrientes; desintoxicacdo do
glyphosate nos tecidos meristematicos e no solo; mudangas nas praticas culturais para
melhorar a disponibilidade de micronutrientes para a absorcédo da planta e alteracdo
biologica com microrganismos nitrificantes resistentes ao glyphosate para uma

adequada nutricao da planta.
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Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo de ocorréncia generalizada,
especialmente nos trépicos, infectando a maioria das plantas e trazendo beneficios para
estas (SOUZA et al., 1999). O efeito da aplicagdo do glyphosate sobre microrganismos,
tanto rizébios como FMA vem sendo investigado por alguns autores (KAPS; KUHNS
(1987), MORANDI (1989), MOORMAN; DOWLER (1991), SANTOS et al. (2003, 2004 e
2005) e SILVA et al. (2006).

Avaliando o efeito do herbicida glyphosate sobre estirpes de Bradyrhizobium spp.
e de FMA, em meio de cultivo com doses crescentes do herbicida Malty et al. (2006)
concluiram que: a inibicdo no crescimento de Bradyrhizobium spp., em meio de cultura,
varia em razdo das estirpes estudadas e sO ocorre em concentracado muito superior
aquelas normalmente utilizadas em condi¢des reais de campo; e que a estirpe de B.
japonicum (BR 86) apresentou maior sensibilidade que as estirpes de B. elkanii (BR 29,
INPA 80A e INPA 553A). Quanto as micorrizas, a germinagdo e o crescimento dos
tubos germinativos dos esporos, das espécies de FMA, em &gar-agua, mostraram
comportamento diferente em relacdo as doses de glyphosate. A aplicacdo prévia de
glyphosate ao solo, até a dose equivalente a 3,60 kg e.a. ha™, ndo influenciou na
nodulagdo e na colonizagdo micorrizica da soja.

Um aspecto relevante, em se tratando da simbiose micorrizica na cultura da soja,
€ a associacao fungo micorrizico-rizobio. S&o relatados efeitos positivos desta interacao
(PACOVSKY et al.,1986), consequéncia de melhor nutricdo da planta resultante, por
exemplo, do acesso facilitado de fosforo as raizes (BETHLENFALVAY; YODER (1981),

e/ou do fornecimento desse nutriente aos bacteriéides (BERGERSEN, 1971).

Objetivos:
Geral:

Avaliar a nodulagdo, o desenvolvimento e caracteristicas produtivas da soja
transgénica, cultivar M-SOY 7908 RR, em funcéo da quantidade e da incorporacao ou
deposicdo na superficie do solo da cobertura morta de U. ruziziensis dessecada com

glyphosate em diferentes épocas antecedendo a semeadura da cultura.
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Especificos:

- Avaliar o efeito da quantidade de cobertura morta de U. ruziziensis dessecada
com glyphosate incorporada ao solo ou depositada sobre ele sobre a nodulagéo e o
desenvolvimento da soja M-SOY 7908 RR.

- Avaliar o efeito da época de dessecacdo de U. ruziziensis com glyphosate
antecedendo a semeadura sobre a nodulacédo e o desenvolvimento da soja M-SOY
7908 RR.

- Avaliar o efeito da época de dessecacdo de U. ruziziensis com glyphosate
antecedendo a semeadura sobre a produtividade e caracteristicas produtivas da soja M-
SQOY 7908 RR.

Material e Métodos

Trés experimentos foram instalados e conduzidos em area pertencente ao
Laboratorio de Biologia e Manejo de Plantas Daninhas (DBAA), na Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus
de Jaboticabal - SP, Brasil, que se encontra a latitude de 21°15'22"S, longitude de
48°18'58"W e altitude de 595 m.

Experimento |

Para este experimento foram coletadas partes aéreas de U. ruziziensis em area
de pastagem estabilizada na Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA),
Pdlo Alta Mogiana, Colina — SP, em fevereiro, 30 dias ap0s a dessecacao da pastagem
com glyphosate (1.440 g de e.a. ha™), sendo estas acondicionadas em sacos plasticos
e transportadas até o laboratorio, onde foram secas a sombra até obtencdo de massa
seca constante, para uso posterior desta palha.

Este experimento foi instalado e conduzido de 10 de julho a 11 de setembro de
2008. Como parcela experimental, foram utilizados vasos plasticos com capacidade

para 10 litros preenchidos com substrato proveniente de um Latossolo Vermelho
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Eutrdfico tipico de textura argilosa (ANDRIOLI; CENTURION, 1999), sendo que o solo
foi peneirado para retirada das impurezas mais grosseiras e torrdes. No ensaio nao foi
necessaria calagem, pois 0 mesmo se encontrava em condi¢cbes adequadas para a
semeadura da soja, segundo resultados da analise quimica preliminar do solo.

Os tratamentos constituiram da incorporac¢é@o ou deposi¢éo na superficie do solo
de trés quantidades de cobertura vegetal (palha) de U. ruziziensis, sendo T1, T2 e T3,
respectivamente, a 2,5; 5,0 e 10 t ha™ de palha de U. ruziziensis na superficie e T4, T5
e T6, 2,5; 5,0 e 10 t ha, respectivamente, de U. ruziziensis incorporada ao solo a 10
cm de profundidade (Tabela 6). A palha de Urochloa, adicionada ao solo ou colocada
sobre a superficie, foi previamente fracionada manualmente, com utilizacdo de uma

tesoura, em partes de 3 cm de comprimento, aproximadamente.

Tabela 6. Descricédo dos tratamentos experimentais.

Tratamentos Descricao
T1 2,5 tha™ de cobertura vegetal de U. ruziziensis na superficie
T2 5,0 t ha™* de cobertura vegetal de U. ruziziensis na superficie
T3 10 t ha™ de cobertura vegetal de U. ruziziensis na superficie
2,5 t ha™ de cobertura vegetal de U. ruziziensis incorporada
™ ao solo a 10 cm de profundidade
5,0 t ha de cobertura vegetal de U. ruziziensis incorporada
T ao solo a 10 cm de profundidade
6 10 t ha™ de cobertura vegetal de U. ruziziensis incorporada ao

solo a 10 cm de profundidade

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos em quatro repeti¢cdes, totalizando vinte e quatro parcelas experimentais.

A semeadura da soja foi manual em 10 de julho de 2008, depositando-se seis
sementes por vaso, a 3 cm de profundidade, com desbaste aos 7 dias apds a

emergéncia, deixando-se trés plantulas por vaso.
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A cultivar de soja utilizada foi a M-SOY 7908 RR, que possui habito de
crescimento determinado, com maturagcdo precoce, cor de flor branca, cor da
pubescéncia marrom, cor do hilo preta, altura média das plantas de 70 cm, altura média
de insercao de vagens de 12 cm, sendo recomendada para os estados de SP (norte),
MG (triangulo e noroeste), GO e MS (sul). E resistente ao cancro da haste, mancha
olho de ra, puastula bacteriana, e ao nematéide Meloydogine javanica, moderadamente
resistente ao acamamento, crestamento bacteriano e oidio, e suscetivel aos
nematoides Meloydogine incognita e Heterodera glycines.

Aos 61 dias ap0s a semeadura, quando as plantas de soja se encontravam no
estadio fenoldgico V6, estas foram cortadas rente ao solo, coletadas e devidamente
acondicionadas em sacos plasticos. O conjunto solo e raizes de cada vaso foi lavado
em agua corrente com o auxilio de uma peneira, para a separacdo e limpeza das
raizes. Em seguida, os nodulos de rizébio presentes nas raizes foram destacados e
contados. As raizes, nédulos e parte aérea (folhas e caule) foram acondicionados
separadamente em sacos de papel e secos em estufa de ventilacdo forcada de ar a 70°
C, até atingir massa constante.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Experimento Il

O segundo experimento foi conduzido utilizando-se solo coletado de uma area de
pastagem de U. ruziziensis pertencente a Fazenda de Pesquisa e Ensino da UNESP,
Campus de Jaboticabal. Este solo, juntamente com as plantas de Urochloa previamente
dessecadas, simulando uma semeadura direta da soja na cobertura dessecada, foi
acondicionado em vasos com capacidade para 10 litros. Os tratamentos constaram de
trés épocas de dessecacdo da Urochloa: 0 dias antecedendo a semeadura da soja
(DAS), 7 DAS e 12 DAS, com uma testemunha sem Urochloa.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 0s

tratamentos em seis repeticoes.
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Para dessecacdo da Urochloa no campo, foi aplicado 1.440 g de e.a. ha™ de
glyphosate por meio de pulverizador costal pressurizado munido de barra com seis
pontas de jato plano (TT 110.02), espacados de 0,5 m, com consumo de calda
equivalente a 200 L ha™ & pressdo constante de 2,24 kgf cm™.

A cultivar de soja utilizada foi a M-SOY 7908 RR, cujas sementes foram
previamente tratadas com fungicida (thiabendazole, na dosagem de 150 g p.c./100kg de
sementes e thiram, na dosagem de 280 ml p.c./100kg de sementes). Em seguida, as
sementes foram inoculadas com Bradyrizobium japonicum, na dosagem de 200 g de
produto comercial (Urelec) por 100 kg de sementes. A semeadura foi realizada
manualmente, depositando-se oito sementes por vaso, a 3 cm de profundidade, com
desbaste aos 7 dias apdés a emergéncia, deixando-se quatro plantulas por vaso,
correspondendo a 24 sementes por metro.

Aos 46 DAS, quando as plantas de soja se encontravam no estadio fenoldgico
V5, estas foram cortadas rente ao solo, coletadas e devidamente acondicionadas em
sacos plasticos. Na sequencia, os procedimentos e as caracteristicas analisadas foram

0S mesmos descritos no ensaio |.
Experimento Il

Para o terceiro experimento foram utilizadas molduras de cimento diretamente
sobre o solo (Latossolo Vermelho eutréfico tipico de textura argilosa), correspondendo a
quadrados com area de 1,33 m? que constituiram as parcelas experimentais (Figura
4A). Em cada parcela foi semeada Urochloa ruziziensis a lango em julho de 2008 para
formacao de cobertura vegetal, que foi dessecada ao final de novembro de 2008, para a
semeadura da cultivar de soja M-SOY 7908 RR. Durante o periodo de desenvolvimento,

a graminea nao sofreu restricao hidrica, sendo frequentemente irrigada.
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Figura 4. Detalhe da parcela experimental, sem (A) e com (B) as plantas de Urochloa

ruziziensis aos seis dias apos a dessecacao.

A dessecacdo da Urochloa foi realizada aos 10, 5 e 0 dias antecedendo a
semeadura da soja. Para a dessecacdo foram utilizados 1,440 kg e.a. ha' de
glyphosate, empregando-se um pulverizador costal de precisdo, munido de barra com
seis bicos de jato plano (TT 110.02), espacados de 0,5 m, com consumo de calda
equivalente a 200 L ha™ a pressdo constante de 2,24 kgf cm™.

A cultivar de soja utilizada foi a M-SOY 7908 RR, semeada em uma Unica época,
nos respectivos tratamentos. As sementes foram previamente tratadas com fungicida
(thiabendazole, na dosagem de 150 g p.c./100kg de sementes e thiram, na dosagem de
280 ml p.c./100kg de sementes). Em seguida, as sementes foram inoculadas com
Bradyrizobium japonicum, na dosagem de 200 g de produto comercial (Urelec) por 100
kg de sementes. A semeadura foi realizada manualmente, em duas linhas por parcela,
com espacamento entrelinhas de 0,45 m, a uma profundidade de 5 cm. Foram
distribuidas 23 sementes por metro.

No decorrer do periodo experimental foram tomadas todas as medidas
preventivas e curativas visando a boa sanidade da cultura.

Esse experimento foi constituido por cinco tratamentos, com cinco repeticées, em
que: T1 - dessecacdo aos 5 dias antes da semeadura da soja (DAS); T2 - dessecagéo

aos 5 DAS, mas antes de semear a soja retirou-se da parcela a parte aérea da
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Urochloa, mantendo-se as raizes; T3 dessecacao aos 10 DAS; T4 dessecacédo aos 10
DAS, mas retirou-se a parte aérea da Urochloa e T5 dessecacdo aos 0 DAS. O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado.

A colheita da soja foi manual, aos 130 dias apdés a semeadura, e a umidade dos
graos corrigida para 13%, com a qual que se calculou a produtividade e peso de 100
grdos. Nas plantas colhidas de cada parcela, aléem da produtividade, foi determinado o
ndmero total de vagens por parcela (1,33 m?).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultado e Discussao

Experimento |

Na Figura 5A verifica-se, para as trés quantidades de cobertura de U. ruziziensis,
um incremento de 40% na massa seca da parte aérea das plantas de soja nos
tratamentos em que a palha foi disposta na superficie do solo quando comparados aos
tratamentos com a incorporacao do material vegetal.

Estes resultados benéficos, na utilizacdo da cobertura vegetal em superficie, séo
praticas conservacionistas, adotadas no sistema de plantio direto, que vem
demonstrando eficiéncia no aumento da disponibilidade de nutrientes (ALVARENGA,
1996), no fornecimento de N pela decomposicdo da matéria organica, e maior
guantidade de agua disponivel no solo (STONE; MOREIRA, 2000; FAGERIA; STONE,
2004).

Efeito negativo sobre o crescimento inicial de Eucalyptos grandis quando
Urochloa decumbens foi incorporada ao solo foi verificado por Souza et al. (2003).
Esses resultados também corroboraram os encontrados por Souza et al. (2006), que,
ao avaliarem o efeito alelopéatico de U. decumbens sobre o crescimento inicial de sete
espécies de plantas cultivadas, dentre elas a soja, concluiram que a trituracdo e

incorporacdo da parte aérea de U. decumbens diminuiram o crescimento inicial de
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todas as plantas estudadas, além de diminuir os teores de nitrato (NO3) no solo. Os
autores citam como sendo causas da restricdo no desenvolvimento das plantas essa
alterac&o na disponibilidade de nitrato, mas n&o descartam a possibilidade da liberacao
de agentes toxicos (aleloquimicos) no solo durante a decomposicéo da U. decumbens.

Maciel et al. (2003), utilizando 6,0 t ha™ de palha de U. decumbens em soja e em
Euphorbia heterophylla (amendoim-bravo), disposta na superficie do solo ou
incorporada a 10 cm de profundidade, associados ao uso de irrigacdo superficial e
subsuperficial e uma testemunha, sem cobertura, observaram que ndo houve
diferencgas significativas nos tratamentos quando avaliaram a area foliar, matéria seca e
razdo de area foliar aos vinte dias ap0s a emergéncia da soja. Resultados semelhantes
foram encontrados para o desenvolvimento inicial do amendoim-bravo, evidenciando
que esta planta daninha devera continuar sendo considerada problema em cultivos com
palha, como no SPD.

Quanto aos resultados de massa seca das raizes das plantas de soja (Figura 5B)
observa-se, em meédia, acréscimo de 21% nas plantas dos tratamentos em que se
manteve a palha depositada sobre o0 solo em relacdo aos quais a palha de Urochloa foi
incorporada ao solo, embora ndo tenha havido diferenca significativa entre os
tratamentos.

Na Figura 6A encontram-se os resultados referentes ao numero total de nodulos
nas raizes das plantas de soja. Observa-se que em T1 (2,5 t ha™ de U. ruziziensis na
superficie do solo), o nimero de nédulos acumulados (172) foi inferior ao dos demais
tratamentos, que, em média, atingiram 327 nédulos, quase o dobro do valor obtido em
T1. No entanto, esta reducdo ocorrida no numero de ndédulos em T1 foi compensada
pelo tamanho e massa dos nédulos (Figura 6B), pois em T1 os nédulos apresentavam-
se maiores e com maior massa que os dos demais tratamentos. Fontaneli et al. (2000),
avaliando o rendimento e nodulacédo da soja em plantio direto sobre quatro forrageiras
anuais de inverno, aveia-branca, aveia-preta, ervilhaca e trigo, ndo constataram
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos em relagcdo a nodulacéao da

soja.
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Figura 6. Numero de nddulos acumulados (A) e massa seca de ndédulos acumulados
(B) nas raizes da soja, cultivar M-SOY 7908 RR em resposta as quantidades
de palha de Urochloa ruziziensis na superficie ou incorporada ao solo.
Jaboticabal, SP, 2011.



51

A massa seca de nddulos, nos tratamentos em que a cobertura vegetal de U.
ruziziensis foi mantida sobre a superficie do solo (T1, T2 e T3), foi, em média, 37%
maior quando comparada com a dos tratamentos com incorporacéo da palha ao solo. A
massa seca de nédulos em T1, T2 e T3 foi, em média, de 0,240 g planta™, enquanto
para T4, T5 e T6 foi de 0,150 g planta™. Esses valores encontrados para massa seca
de nddulos por planta sdo inferiores ao relatado por Fontaneli et al. (2000), que
obtiveram 0,361 g planta™, sendo esta considerada uma massa seca de nédulos
elevada. Os autores afirmam que para uma boa fixacdo bioldégica de N ndo basta
apenas uma grande quantidade de nodulos; é necessario que 0sS mesmos sejam
formados por estirpes eficientes de Bradyrhizobium spp. Brandelero et al. (2009), ao
avaliarem a nodulacéo de diferentes cultivares de soja e seus efeitos no rendimento de
graos, evidenciam que a nodulagdo tem estreita relagdo com o rendimento final de
graos entre as cultivares estudadas.

Os resultados das caracteristicas produtivas da soja, principalmente os de massa
seca da parte aérea e de nédulos, foram menores nos tratamentos em que Urochloa foi
incorporada ao solo. Provavelmente, este efeito deletério na cultura da soja esteja
relacionado com produtos alelopaticos existentes na cobertura vegetal de Urochloa,
sollveis em agua, e que quando incorporados ao solo ficam disponiveis na solucédo do

solo, inicialmente em concentracdes elevadas.

Experimento Il

Na Figura 7A estdo apresentados os resultados dos efeitos da época de
dessecacao da Urochloa ruziziensis sobre a area foliar e a altura das plantas de soja.
Observa-se que a altura das plantas e a éarea foliar foram afetadas pelas épocas de
dessecacdo, com reducdo acentuada na area foliar, em média 33,8%, nos tratamentos
em gue se dessecou e semeou a soja no mesmo dia (aplique e plante) e com a

semeadura aos 7 dias apos a dessecacgao (DAS).
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Figura 7. Area foliar (dm?) e altura de plantas (cm) (A) e massa seca de folhas, caules e
raizes (B) da soja, cultivar M-SOY 7908 RR, em resposta as épocas de

dessecacao de Urochloa ruziziensis com glyphosate. Jaboticabal, SP, 2011.

Ao comparar as caracteristicas de massa seca de folhas, caules e raizes em
decorréncia dos tratamentos (Figura 7B), observa-se diferenca significativa entre as
plantas de soja que foram semeadas imediatamente apds a dessecacgdo e aos 7 DAS
quando comparada a semeadura aos 12 DAS, com reducgdes atingindo 25, 31 e 20%,
respectivamente, para massa seca das folhas, dos caules e das raizes.

O numero de ndédulos ndo foi afetado pelas épocas distintas de dessecacdo
(Figura 8). No entanto, a massa seca dos nodulos acumulados, nos tratamentos com
dessecacdo aos 12 DAS e sem cobertura vegetal no solo superaram em 28 e 43%,
respectivamente, os tratamentos com dessecacio aos 0 e 7 DAS. E plausivel inferir que
o menor intervalo de tempo entre a dessecacdo e a semeadura da soja esteja
proporcionando maior translocacdo do glyphosate da planta dessecada para as
plantulas de soja emergentes, afetando assim o desenvolvimento do sistema radicular,
a fixacao bioldgica de nitrogénio, assim como as micorrizas. King et al. (2001) relataram

que a aplicacdo do glyphosate aumentou o niumero e diminuiu a massa dos nodulos.
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Figura 8. NUmero e massa seca de nédulos de rizébio na soja, cultivar M-SOY 7908
RR, em resposta as épocas de dessecacdo de Urochloa ruziziensis com
glyphosate. Jaboticabal, SP, 2011

Trabalhando com intervalo entre as desseca¢fes da cobertura vegetal com
glyphosate, Lucio et al. (2007) observaram que o aumento de intervalo entre as
dessecacfes proporcionou maior numero de nédulos, maior altura da planta e maior
massa seca das raizes em relagcédo ao sistema aplique e plante.

Estudando o efeito do glyphosate aplicado ao solo, Malty et al. (2006) concluiram
que doses crescentes de glyphosate equivalentes a 0,45; 0,90; 1,8; 2,7 e 3,6 kg ha™
aplicadas dez dias antes da semeadura da soja convencional ndo influenciaram na
nodulacdo, na colonizagdo micorrizica e na matéria seca da parte aérea das plantas
aos 17, 31 e 45 dias ap0s a semeadura.

Resumidamente, pdde-se observar melhor desenvolvimento das plantas de soja
semeadas aos 12 dias ap0s a dessecacédo de U. ruziziensis com glyphosate (tratamento
12 DAS) relacionado, provavelmente, com a lixiviagdo de substancias alelopaticas com
as chuvas que antecederam a semeadura, restando uma palha da Urochloa ruziziensis

inerte que proporcionou varios beneficios a cultura da soja.
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Experimento Il

Como pode ser verificado na Tabela 7, a dessecacdo da Urochloa aos 0 e 5 dias
antecedendo a semeadura da soja proporcionou redu¢cdo no numero de vagens por
planta, no peso de 100 grdos e, consequentemente, na produtividade, sendo que, no
tratamento em que ocorreu a remocao da parte aérea de Urochloa dessecada aos 5
DAS ndo ocorreu reducdo nestas caracteristicas avaliadas. Este resultado demonstra
que, provavelmente, as substancias inibitorias se encontram, principalmente, na parte
aérea das plantas de Urochloa, ou que as concentracfes de substancias deletérias para

a cultura da soja, presentes nas raizes, nao foram suficientes para manifestar inibicéo.

Tabela 7. Efeito dos tratamentos, em 1,33 m? de soja, sobre nimero de vagens, peso

de 100 graos e na produtividade. Jaboticabal, 2009.

NUmero de Peso de 100 Produtividade

Tratamentos . >

vagens graos (g) g133m

5 DAS 2.075 B 17,846 B 805,08 B

5 DAS sem parte aérea 2.428 AB 18,228 AB 1003,70 A

10 DAS 2.475 AB 18,966 A 1030,56 A

10 DAS sem parte aérea 2.680 A 18,204 AB 1005,30 A

0 DAS (aplique e plante) 2.119 B 17,684 B 809,08 B

F Trat. 4,41* 3,54* 9,26**

DMS 512,21 1,111 172,61

CV (%) 11,49 3,23 9,69

DAS = dias apoés a dessecacédo de Urochloa ruziziensis

Conclusoes

A deposicdo da cobertura vegetal (palha) de Urochloa ruziziensis oriunda da

dessecacdo com glyphosate na superficie do solo favoreceu a nodulagdo e o
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crescimento da parte aérea das plantas de soja transgénica M-SOY 7908 RR, enquanto
a incorporacéo, ja a partir de 2, 5t ha™, causou efeitos deletérios.

A dessecacdo de Urochloa ruziziensis dos 0 aos 7 dias antecedendo a
semeadura da soja transgénica M-SOY 7908 RR foi prejudicial a cultura, devido
principalmente a parte aérea da graminea, inclusive reduzindo a massa seca dos

nodulos de rizobio e a produtividade desta.



CAPITULO 3 — SUBSTANCIAS QUIMICAS DE Urochloa ruziziensis E SEUS EFEITOS
ALELOPATICOS

RESUMO - Objetivou-se através da extracdo, isolamento e identificacdo de substancias
quimicas da parte aérea de Urochloa ruziziensis, apdés a sua dessecacdo com
glyphosate ou ndo, avaliar o efeito alelopatico de seu composto majoritario sobre soja
transgénica (Glycine max cv. M-SOY 7908 RR) e a sua possivel relacdo com a
precipitacdo pluvial. Plantas de U. ruziziensis em inicio de florescimento foram
dessecadas com 1,44 kg ha™ de glyphosate e amostradas aos 5 e 10 dias apds a
dessecacdo, com uma testemunha sem a aplicacdo do herbicida. Da parte aérea seca e
moida destas plantas foram confeccionados extratos em hexano, diclorometano (DCM)
e metanol (MeOH), nesta sequéncia de extracdo. Por meio de bioensaios de
citotoxicidade utilizando os dois ultimos extratos foi constatado que o MeOH foi mais
inibitério que o DCM, independentemente da aplicacdo do glyphosate. Utilizando
técnicas de cromatografia liquida em coluna, em camada delgada de média e alta
performance fracionou-se o extrato MeOH, utilizando agua e metanol como solventes.
As fracbes MeOH/agua 2:2 (v/v) e MeOH/agua 3:1 (v/v) foram as mais inibitérias,
novamente independentemente da aplicacdo do glyphosate, sendo a fracdo MeOH/agua
2:2 (viv) a mais fitotoxica para a soja. Desta fracdo foi isolado como composto
majoritario a protodioscina, uma saponina esteroidal, que apresentou cito e fitotoxicidade
nas plantulas de soja, inclusive quando comparada aos acidos aconitico e o-cumarico,
com concentracbes de IDsgp de 97, 160 e 186 uM para massa seca de raizes,
comprimento de raiz e de parte aérea, respectivamente. Foram isolados ainda outros
dois glicosideos da fracdo MeOH/agua 3:1 (v/v). Pelas caracteristicas das saponinas,
plantas de U. ruziziensis mortas por dessecacdo com glyphosate ou ndo e expostas a
chuvas podem apresentar menor teor de protodioscina e, consequentemente, menor
atividade alelopatica inibitéria.

Palavras-chave: Brachiaria ruziziensis, dessecac¢éo, glyphosate, alelopatia, saponina

esteroidal, protodioscina, Glycine max.
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Introducéo

O Brasil possui extensas areas de pastagens perenes, as quais sao reformadas
ou substituidas por culturas anuais, principalmente a soja, através do sistema plantio
direto (SPD) ou com o preparo convencional (SOUZA et al., 2006). Desde 2003 o pais
figura como o segundo produtor mundial de soja, responséavel por 26,8% da safra
mundial (EMBRAPA, 2005).

As grandes extensdes de area com monocultivo de soja no verao, a degradacao
das pastagens, os precos de insumos e produtos agricolas, a presséo social sobre a
terra e as divisas financeiras, vem exigindo cada vez mais eficiéncia dos produtores
(MACEDO, 2009). Neste contexto, os sistemas de integracado lavoura pecuaria (SILP)
sdo estratégicas promissoras tanto para a pecuaria, como alternativa de recuperacao
de pastagens degradadas, quanto para a agricultura de culturas anuais, através do
SPD, visando a producéo de cobertura vegetal e melhoria das propriedades quimicas e
fisicas do solo, propiciando aumento da renda no campo (MACEDO, 2009).

A abertura de novas areas agricolas, principalmente nos cerrados, denominadas
popularmente como novas fronteiras agricolas, vem sendo inibida pela pressao da
populacdo sobre a questdo ambiental. Com isso, os produtores estdo optando por
pacotes tecnologicos, nos quais estdo inclusos, por exemplo, o SPD, a utilizacdo de
sementes de soja transgénica, dentre outros, que propiciem maiores produtividades.

Na busca por boas espécies de plantas para a cobertura do solo, o género
Urochloa (syn. Brachiaria) aparece como alternativa viavel e de excelente qualidade, e
vem se tornando importante aliado para a formagao de cobertura vegetal no SPD
(SILVA et al., 2004; TIMOSSI et al., 2005).

No entanto, Nunes et al. (2006) ressaltam que para se direcionar espécies
vegetais que fornecam uma adequada cobertura do solo sdo necessérias informacdes
que esclarecam sobre o periodo ideal entre a dessecacao e a semeadura da cultura,
para que esta ndo influencie negativamente a cultura em sucesséao.

A decomposicdo da cobertura vegetal resulta na producdo e/ou liberagdo de

compostos alelopaticos que afetam o crescimento de plantas daninhas (BARNES e
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PUTNAM, 1983), mas que também podem prejudicar a cultura de interesse econdmico
(CHOU e PATRICK, 1976).

Gramineas forrageiras do género Urochloa possuem atividade alelopatica
inibitéria comprovada sobre a germinacdo de sementes e no desenvolvimento de
plantas de diferentes espécies (SOUZA FILHO et al., 1997a; MARTINS et al., 2006;
SOUZA et al., 2006). Sdo comprovadas atividades alelopéaticas tanto das sementes
como da parte aérea, sendo a parte aérea a principal fonte de substancias quimicas
com atividade potencialmente alelopatica (SOUZA FILHO et al., 1997b).

De acordo com Olibone et al. (2006), as substancias quimicas liberadas pelos
residuos vegetais deixados sobre a superficie do solo, como o0 que ocorre no SPD, tém
comportamento diferenciado em relacdo ao que ocorre pelo método de incorporacgao.
Na incorporacao, essas substancias ficam diluidas no volume do solo correspondente a
profundidade em que foram enterradas, enquanto no SPD elas se concentram na
camada superficial. Desta forma, como a intensidade dos efeitos alelopaticos depende
da concentracéo dos aleloquimicos, a sua acdo € mais pronunciada no SPD.

No sistema de reforma de pastagens em que a Urochloa spp. é utilizada como
cobertura vegetal para o plantio direto, esta é dessecada com herbicidas de manejo,
sendo o glyphosate o mais empregado.

Todavia, tem sido relatado efeito do glyphosate prejudicando o desenvolvimento
inicial das plantas de soja transgénica (OLIVEIRA JR. et al., 2006; SILVA et al., 2006) e,
como explicagdo plausivel, alegam que pode ser decorrente do aumento demasiado da
dose aplicada do herbicida ou com o numero de aplicagbes realizadas, principalmente
em pos-emergéncia da soja, ou ainda que esteja relacionado com a época de aplicacédo
ou possiveis interferéncias negativas sobre microrganismos (KAPS; KUHNS, 1987;
MOORMAN et al. 1992, SILVA et al., 2006, OLIVEIRA JR. et al., 2008).

Santos et al. (2007), analisando o desenvolvimento da soja resistente ao
glyphosate sob épocas de dessecagcdo anterior a semeadura, concluiram que a
dessecacdo da B. brizantha com a semeadura da soja no mesmo dia, além de ter
afetado o desenvolvimento da cultura, promoveu efeito negativo na atividade de

microrganismos do solo, e recomendam que o periodo entre as duas praticas,
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dessecacdo da cobertura seguida de semeadura da soja, deve ter um intervalo minimo
de sete dias. Na mesma linha de pesquisa, resultados semelhantes foram encontrados
por Oliveira Jr. et al. (2006) e Nunes et al. (2009) quanto ao efeito negativo relacionado
com os periodos de manejo da cobertura vegetal da Brachiaria e a semeadura da soja.

O estudo da alelopatia é de suma importancia para possibilitar ao pesquisador
identificar possiveis causas do insucesso no desenvolvimento de determinada cultura
agricola, como o efeito inibitério da palha de Urochloa sobre culturas subseqiientes que
frequentemente tem sido relatado.

A alelopatia é um fenbmeno que ocorre largamente em comunidades de plantas;
envolve mecanismos por meio dos quais determinadas plantas interferem no
desenvolvimento de outras por meio da liberacdo de substancias quimicas
(aleloquimicos) no meio. Este comportamento pode se tornar, portanto, importante fator
de manejo de culturas, pelo uso de plantas que exercem controle sobre determinadas
espécies indesejadas, obtendo assim sistemas de culturas mais produtivos e menos

impactantes.

Objetivos:
Geral:

Verificar o efeito alelopéatico de compostos extraidos da parte aérea de Urochloa
ruziziensis sobre soja transgénica cv. M-SOY 7908 RR e sua relagdo com a

dessecacao com glyphosate.

Especificos:

- Avaliar a atividade geral (citotoxica) dos extratos brutos extraidos da parte
aérea de Urochloa ruziziensis com e sem aplicacdo do herbicida glyphosate;

- Isolar e identificar compostos alelopaticos majoritarios e/ou bioativos da parte
aérea da Urochloa ruziziensis;

- Avaliar a atividade citotoxica e fitotoxica do composto majoritario, extraido da

Urochloa ruziziensis em plantulas de soja.
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- Avaliar a possivel relacdo entre a atividade e a precipitacdo pluvial, através de

materiais coletados em distintas épocas ap0s a aplicacdo do glyphosate.
Material e Métodos
Obtencao do material vegetal

Plantas de Urochloa ruziziensis se desenvolveram na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, UNESP, em &rea experimental
pertencente ao Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, em molduras de
alvenaria construidas sobre o solo, com area de 1,33 m?, as quais constitufram as
parcelas. O substrato utilizado no preenchimento das parcelas foi Latossolo Vermelho
eutrdéfico tipico de textura argilosa (ANDRIOLI; CENTURION, 1999), apresentando as
seguintes caracteristicas quimicas: pH (CaCl,) igual a 6,0 g; com MO de 39,00 mg dm™,
40,0 mg dm=de P (resina); e 5,5; 49,0; 31,0; 22; 85,5 e 107,0 mmol. dm™ de K, Ca, Mg,
H+Al, SB e T, respectivamente, e V de 80%. Em julho de 2008, aproximadamente
duzentas sementes de U. ruziziensis foram jogadas a lanco e superficialmente
incorporadas ao solo de seis destas parcelas. A adubacdo de semeadura também foi
realizada a lanco com base em analise de solo e na necessidade nutricional da cultura,
depositando-se o equivalente a 500 kg ha™ da formulacdo 04-14-08 por parcela. Foi
realizada uma adubacéo de cobertura com o equivalente a 150 kg ha™ de nitrogénio aos
45 dias apos a emergéncia das plantas (DAE).

Quando as plantas de Urochloa iniciaram o florescimento, aos 120 DAE, com
altura aproximada de 0,7 m, foi realizada a dessecacao com o herbicida glyphosate
(Figura 9) em quatro parcelas, reservando-se duas parcelas para a coleta do material
vegetal sem aplicacdo do herbicida (testemunhas). Para a dessecacao foram utilizados
1,44 kg ha® de glyphosate, empregando-se para tanto um pulverizador costal de
precisdo, munido de barra com duas pontas de jato plano (TT 110.02), espacados de
0,5 m, com consumo de calda equivalente a 200 L ha™ & pressdo constante de 2,24 kgf

cm.
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Aos 5 e 10 dias apds a dessecacado, foram coletadas manualmente de cada
parcela as partes aéreas das plantas com o auxilio de uma tesoura de poda, sendo os
materiais secos a sombra e a temperatura ambiente, até massa seca constante. Mesmo
procedimento foi adotado para a testemunha sem aplicacdo do herbicida, cujo material
ainda verde foi cortado manualmente e depois seco a sombra. No decorrer do periodo
de dessecacdo dos materiais foi registrada a precipitacdo pluvial por meio de um
pluvidmetro instalado ao lado das parcelas.

Os materiais vegetais secos foram moidos em micro moinho tipo Willey,
utilizando-se peneira de 60 “mesh” e, posteriormente, acondicionados em recipientes

plasticos até serem utilizados para a extracdo dos compostos.

L).ruziziens

Figura 9. Detalhe das parcelas de U. ruziziensis aos 5 (A) e 10 (B) dias apos a
pulverizacdo com glyphosate e testemunha sem aplicagcédo (C). A seta indica

a localizag&o do pluvibmetro.
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Extracdo dos compostos da parte aérea de Urochloa ruziziensis

O procedimento para a extracdo dos compostos da parte aérea de U. ruziziensis
foi realizado em duas etapas junto ao Grupo de Alelopatia de Cadiz, no Departamento
de Quimica Orgéanica da Universidade de Cadiz, Espanha.

Inicialmente, em uma etapa preliminar, foram utilizadas 10 g de material moido
das trés épocas de controle de Urochloa (testemunha sem aplicacéo, 5 e 10 dias apds a
aplicagcédo do glyphosate). Os materiais foram colocados em recipientes de vidro para a
extracdo exaustiva e sucessiva, a frio, com solventes de polaridade crescente. Iniciou-
se com a imersao do material em hexano, na propor¢cao de 1:3 (p/v) sendo a mistura
submetida ao ultrasom por 15 minutos em condi¢cdes ambientais; este procedimento foi
repetido trés vezes. Terminado este procedimento, a fase liquida (sobrenadante) foi
filtrada a vacuo, em papel Whatman n° 1 e concentrada sob pressdo reduzida,
utilizando-se evaporador rotativo (Blichi, modelo EL 131), repetindo-se essa operacao
por mais duas vezes, obtendo-se assim o extrato bruto em hexano. Na sequéncia, a
fase solida remanescente do hexano foi submetida a extragdo com diclorometano
(DCM), repetindo-se o mesmo procedimento descrito anteriormente. De maneira
semelhante, a fase solida remanescente do DCM foi submetida a extracdo com metanol
(MeOH). Desta forma, ao final das extracdes, foram obtidos trés extratos brutos:
hexano, DCM e MeOH. Os extratos de DCM e MeOH foram utilizados nos bioensaios
de atividade geral e fitotoxicidade, excluindo-se o extrato de hexano, pois este foi
utilizado no inicio da extragdo para a retirada de materiais graxos (ceras) do material.

Terminados 0s bioensaios com o0s extratos brutos oriundos de 10 g de material
moido de Urochloa, proveniente das trés épocas de controle, numa segunda etapa foi
realizada a extracdo em 0,3 kg em dois desses materiais selecionados de Urochloa
(testemunha sem aplicacédo e 10 dias apos a aplicacdo do glyphosate), para a qual se
utilizou, primeiramente, como solventes o hexano e, na sequéncia, o DCM e o MeOH,
utilizando as técnicas extrativas descritas anteriormente. O material de Urochloa com 5
dias apds a aplicacdo do glyphosate nédo foi utilizado na segunda etapa da extracao

devido a grande semelhanca dos resultados dos bioensaios com o do material com 10
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dias apos a aplicacédo do glyphosate. Nesta etapa, os extratos brutos de DCM e MeOH

foram utilizados no bioensaio de atividade geral.

Fracionamento do extrato bruto de MeOH

Devido aos melhores resultados obtidos com o extrato bruto metandlico no
bioensaio de atividade geral, elegeu-se esse extrato para o fracionamento e o
isolamento de compostos com possiveis atividades alelopaticas.

O extrato metandlico foi seco em evaporador rotativo a 40°C a vacuo (Biichi,
modelo EL 131) até eliminag&o total do solvente. O soélido resultante, 12 g apos a
secagem, foi fracionado, extracdo de fase soélida (EFS) com silica gel de fase reversa
llichroprep RP-18 (40-63 pm) (Figura 10A), utilizando-se como eluentes misturas de
metanol/agua nas proporcdes de H,O e MeOH (v/v) de 4:0; 3:1; 2:2; 1:3 e 0:4,
sucessivamente, obtendo-se cinco fracdes, cada qual correspondendo a fase movel
utilizada (Figura 10B). Para cada mistura de solventes foi utilizado um volume de 2,0 L
como eluente. Ao término da elui¢do, foi realizada a lavagem da coluna, passando 2,0 L
de acetona para retirada das impurezas.

A B

Figura 10. A - Separacao das fracdes do extrato bruto de MeOH (12 g) utilizando
cromatografia em coluna com lichroprep RP-18 (40-63 um); B: da esquerda
para a direita: 1 - extracdo com agua destilada; 2 — metanol/agua 1:3 (v/v); 3 —
metanol/agua 2:2 (v/v); 4 — metanol/agua 3:1 (v/v); 5 — metanol.
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Foram realizados bioensaios de atividade geral para as cinco fragdes extraidas
do extrato bruto de MeOH. As fragBes obtidas com as misturas agua/metanol: 2:2
(fracdo A) e 3:1 (fracdo B), por serem as mais ativas, foram selecionadas para os
fracionamentos em cromatografia liquida de média performance (MPLC) utilizando o
aparelho Buchi, modelo B-685, com colunas de boro-silicato 3.3 (de 230 mm de
comprimento quando a massa da amostra era até 150 mg, ou de 460 mm, quando a
massa era de 150 a 300 mg), com um coletor de fragdes automatizado (Blchi, modelo
B-684) com trés suportes (“gradilhas”), cada qual contendo 60 tubos de ensaios com
capacidade para 20 mL (Figura 11).

A fracdo A, com 3,0 g, foi particionada em porcbes de até 300 mg e fracionada
mediante MPLC utilizando como fase mével a mistura de agua/acetona (3:2 v/v) em
regime isocratico em uma coluna de 460 mm de comprimento, preenchida com Silicagel
RP-18 como fase estacionaria, em um fluxo de 2 mL/min do eluente e coleta de
amostras nos tubos de ensaio a cada 6 min, no coletor de fragcdes. Para a fragdo B, com
390 mg, foi utilizado o mesmo procedimento, porém com a coluna menor (230 mm) e
porcdes de 50 mg e fluxo de 1ml/min, com tempo de coleta de 6 min e como fase mével
a mistura de agua/acetona (2:3 v/v).

O fracionamento em MPLC foi monitorado mediante cromatografia em camada
delgada (CCD), que consistiu nas reunioes dos tubos coletados seguindo os critérios de
analogia (Rf - UV e visivel - e coloragcdo) apresentados em cromatofolhas
(Cromatofolhas Merck AL TLC, silica gel 60 RP-18 F,54S). Para a realizagdo da CCD
foram feitos pontos concentrados, dos tubos fracionados em MPLC, com o auxilio de
tubos capilares, em placas (cromatofolhas) de 5x4cm. Foram feitos sete pontos por
placa, a uma distancia de 0,5 cm da borda inferior. As placas foram postas em camara
cromatografica, usando como eluente misturas de dgua e acetona na proporcéao de 3:2
(v/v). Depois de secas, as placas foram postas sob luz ultravioleta (254 e 360 nm),
marcando-se as manchas fluorescentes e/ou coloridas e, na sequéncia, reveladas
(Figura 12). Para revelacao foi utilizado “6leum”, uma mistura de acido sulfurico, agua e

acido acético (1:4:20 v/v/v), com posterior aquecimento a 150°C.
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A B
Figura 11. Detalhe do aparelho MPLC (A) e da “gradilha” (B) contendo os tubos de
coleta.
A B

Figura 12. Detalhes de duas placas cromatograficas de camada delgada (CCD):
representando a fragdo MeOH/H,O 2:2(v/v) apds reunides do MPLC (A) e
cromatografia das trés épocas de colheita (referenciadas pela elipse

vermelha) de U. ruziziensis (B).

Identificagdo dos compostos de U. ruziziensis

Depois de realizado o isolamento e a purificacdo dos compostos, por meio de CC
+ CCD + MPLC ou por meio de CC + CCD +MPLC + HPLC, estes foram submetidos a
identificacdo pela técnica de ressonancia magnética nuclear mono e bidimensional e
espectro de massa (EM). Os resultados dos espectros, quanto a identificacdo dos

compostos isolados, encontram-se no final da tese (Anexos XX).
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Os espectros de H-RMN e *C-RMN foram obtidos em um aparelho Varian,
Unity 400 e 600 MHz, utilizando como solvente piridina. Os deslocamentos quimicos
foram expressos em & (ppm) e as constantes de acoplamento em Hz. Os valores de &
foram referenciados em funcéo do pico residual da piridina para proton §7.55 ppm e em

funcéo do pico central da piridina para carbono a 6135.5 ppm.

Bioensaios

Bioensaio de atividade geral (citotoxicidade)

Este bioensaio foi inicialmente desenvolvido para avaliar a atividade de auxinas
como reguladoras de crescimento (Hancock et al., 1964). Baseia-se no fato de que
tecidos indiferenciados de vegetais podem se desenvolver em um tampéao bioldgico
com as concentracdes do composto a ser estudado. Desta forma, o fundamento deste
ensaio estd em se determinar a inibicdo ou a estimulacdo da divisdo celular de tecidos
vegetais indiferenciados (comprimento diferenciado). O bioensaio de atividade geral,
conhecido como bioensaio dos coleéptilos estiolados de trigo, foi adaptado pelo
professor Cutler em 1984 para detectar atividades farmacologicas em produtos
quimicos e o emprego deste bioensaio para estudos alelopéticos foi otimizado por
Castellano (2002).

Este bioensaio permite avaliar um amplo espectro de atividades biologicas de
forma sensivel, econdmica e rapida (24 horas). Permite discriminar entre produtos
ativos e nao ativos, e se utiliza para selecionar os compostos mais ativos de uma
determinada colecdo, que posteriormente serdo submetidos a bioensaios mais
especificos. No presente estudo, ele foi utilizado para avaliar a atividade dos extratos
brutos (DCM e MeOH), das fracdes isoladas e dos produtos puros .

Para sua realizacdo, sementes de trigo do cultivar Cortex foram postas para
germinar em placas de Petri de 140 mm de diametro, sobre papel de filtro Whatman n°
1, que foram acondicionadas na camara de germinagdo (Memmert, modelo ICE 700),

em condicdes de obscuridade e a 22°C. Foram postas cerca de 100 sementes por
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placa, umedecidas com um volume de 15 mL de 4gua destilada e deionizada (Millipore
Mili-Q).

Decorridas 72 horas, foram cortados, sob luz verde e com o auxilio de uma
guilhotina desenhada para isso, fragmentos de coleoptilos de 4 mm de comprimento,
extraidos da sec¢do imediatamente posterior aos dois primeiros milimetros do epicétilo;
com isso se seleciona a regido de maior capacidade de crescimento celular.

Os fragmentos foram incubados por uma hora, sob as mesmas condi¢cdes de
germinagdo, em tampao citrato/fosfato pH 5,6, complementado com sacarose a 2%.
Apoés a incubacgéo, cinco coleoptilos foram transferidos para tubos de ensaio com
capacidade para 10 mL, contendo 2 mL do mesmo tampéo adicionado da substancia a
ser estudada (extratos, fracbes ou produtos puros).

Os extratos e as fracdes foram testados nas concentracdes de 800, 400 e 200
ppm. Para o preparo das solucdes a serem testadas, 9,6 mg do extrato seco (ou da
fracdo) foram dissolvidos em 60 uL de dimetilsulfoxido (DMSO), quando necessério
com o emprego de ultrasom (Selecta — P). Na sequéncia, esse volume foi resuspendido
para 12,0 mL com tampéo citrato/fosfato pH 5,6 acrescido de 2% de sacarose,
homogeneizado e repartido para trés tubos (2 mL/tubo). Cada tubo representou uma
repeticdo, montando-se trés repeticbes por tratamento. Os 6,0 mL restantes foram
resuspendidos novamente para 12,0 mL e repartido para trés tubos, diluindo, desta
forma, a concentracao original de 800 ppm em 50%. Este procedimento foi repetido
mais uma vez, obtendo-se assim a concentracao final de 200 ppm (em cada diluicao
realizada foram acrescidos 30 puL de DMSO). Como controles, também em trés
repeticdes, foi utilizada solucdo tampédo pura acrescida do solvente utilizado para
dissolver os extratos — DMSO) e solugdo tampao contendo herbicida de referéncia —
Logran Extra (terbutrina + triasulfurom), em concentracées decrescentes (800, 400 e
200 ppm).

Na seqUéncia, os tubos com os coledptilos foram postos para incubagcdo em
agitacao constante (6 rpm) em um agitador de cultura (Stuart Scientif — Bibby, modelo

SC2), também em condi¢des de obscuridade e sob 22°C, por 24 horas.
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Terminado o periodo de incubacdo, os fragmentos foram retirados dos tubos e
postos sobre uma planilha plastificada contendo as identificacdes dos tratamentos e
repeticbes, onde foram fotografados com uma camara digital (WebCam - Creative) e
posteriormente mensurados com o auxilio do programa Photomed® (Figura 13). Este
programa, especialmente desenvolvido para o Grupo de Alelopatia de Cadiz, analisa as
imagens digitalizadas de cada amostra e permite captar a medida do comprimento dos
coledptilos independentemente da forma que estes adotam ao final do periodo de

incubacao, que depois sdo processados na planilha de calculo Microsoft Excel.

Figura 13. Detalhe da janela do programa Photomed® com a ilustracdo dos fragmentos

de coledptilos de trigo a serem mensurados.

Bioensaio de fitotoxicidade

O bioensaio de fitotoxicidade consiste no segundo nivel de estudo para os
extratos, fracdes ou compostos, e oferece informacdo mais especifica que o anterior.
Neste bioensaio, procura-se reproduzir as condi¢cdes naturais de acdo dos produtos
sobre as sementes e, por isso, 0S compostos sdo ministrados em solu¢do aquosa. A
selecdo das espécies vegetais para este tipo de bioensaio foi realizada por meio de um
amplo estudo desenvolvido por Macias et al. (2000), no qual propuseram cinco espécies
alvos [Lepidium sativum (berro), Lactuca sativa (alface), Solanum lycopersicum

(tomate), Allium cepa (cebola) e Triticum aestivum (trigo), as quais foram escolhidas
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como modelos representantes dos grupos taxonémicos mais importantes, tanto de
eudicotileddneas como de monocotiledéneas

O bioensaio de fitotoxicidade consiste, basicamente, no estudo dos efeitos das
solucdes de interesse sobre a germinacdo das sementes e do crescimento inicial de
plantulas das espécies alvo (cultivadas ou daninhas). A otimizacdo deste bioensaio,
como selecdo das espécies receptoras, numero de sementes por placa, periodo e
condi¢bes de germinacéo, volume de solucéo, etc., também foi realizada por Castellano
(2002). No presente estudo ele foi empregado para avaliar a atividade do extrato bruto
de MeOH.

Os parametros que se avaliam sdo as percentagens de sementes germinadas
por placa, o comprimento da raiz e o do caule. Para fins comparativos, acrescenta-se
um herbicida comercial (Logran®) usado como padrdo interno, com atividade inibitéria
conhecida.

Para a realizacdo deste bioensaio, sementes das espécies alvo foram postas
sobre papel Whatman n° 1 (acondicionados em placas de Petri com 3,0 cm de
diametro) e umedecidas com 1,0 mL da solucao teste tamponada (tampéo de acido 2-
[N-morfolino]etanosulfénico — MES, 10 mM, com pH ajustado para 6,0). A solucéo teste
foi previamente caracterizada quanto o pH (Crison, modelo micropH 2001, com eletrodo
combinado Ingold). Como controle foi utilizada a solugdo tampdo pura. Foram
depositadas 20 sementes por placa de trés espécies alvo, a saber: alface (Lactuca
sativa L. cv. Teresa), cebola (Allium cepa L. cv. Valencia tardia) e tomate (Solanum
lycopersicum Will. cv. Trés cantos) com quatro repeticdes. Cada placa correspondeu a
uma repeticao.

Apds a semeadura, as placas de Petri foram vedadas hermeticamente com
Parafim® e acondicionadas na camara de germinacdo regulada para 25°C, em
condicdo de obscuridade, onde foram mantidas por periodos que variaram com a
espécie, a saber: tomate — 5 dias, alface — 6 dias, cebola — 7 dias. Ao término destes
periodos, as placas foram transferidas para um congelador, onde permaneceram por no
minimo 24 h, para evitar o crescimento das plantulas e posteriormente favorecer a

manipulacdo destas durante o processo de medida.
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Para medir o comprimento do hipocatilo e das raizes, as placas foram retiradas
do congelador, as plantulas descongeladas foram esticadas sobre um filme plastico
adaptado sobre a mesa digitalizadora do Fitomed® (Figura 14) e, com o auxilio de uma

caneta Otica, foram determinados os comprimentos.

A B

Figura 14. Detalhe do computador (A) acoplado & mesa digitalizadora do Fitomed®,

com as plantulas a serem medidas (B).

O Fitomed® é um sistema automatizado e informatizado de aquisicdo de dados
especialmente desenvolvido para o Grupo de Alelopatia de Céadiz, sendo que o
processamento dos dados (tratamento estatistico e representacdo grafica) é feito
mediante vinculo com a planilha de calculo Microsoft Excel. Este sistema permite
economia de tempo nas determinacfes associada ao aumento na precisdo das
medidas. O programa fornece concomitante aos resultados de comprimento, o
percentual de germinacdo. Os valores obtidos para cada um dos parametros
considerados se comparam com 0 “branco” em que se utiliza dgua destilada e

deionizada tamponada com MES.
Otimizacao do bioensaio de fitotoxicidade para plantulas de soja
Visando atingir os objetivos propostos, se fez necesséria a otimizacdo do

bioensaio de fitotoxicidade, adequando-o para o estudo da atividade de substancias

sobre plantulas de soja. No presente estudo, ele foi utilizado para avaliar a atividade



71

dos extratos brutos de DCM e MeOH, da fracdo isolada em metanol/agua 1;1(v/v), do
produto puro majoritario extraido da fracdo A e dos comerciais (glyphosate, &cidos cis e
trans aconitico e o cumarico). A inclusdo dos bioensaios com os produtos comerciais se
fez necesséria para dirimir davida quanto a uma possivel participacdo do glyphosate
nos efeitos inibitérios até entdo observados e também para auxiliar na identificacdo dos
produtos puros, uma vez que 0s Aacidos cis e trans aconitico e o-cumarico foram
relatados como produtos quimicos com atividade alelopética comprovada em soja
(VOLL et al., 2010).

Para o bioensaio foram utilizadas sementes de soja (Glycine max) da cultivar M-
SOY 7908 RR pré-germinadas. Para tanto, as sementes foram postas para germinar
em placas Gerbox de 100 cm?, sobre papel de germinacéo, que foram acondicionadas
na camara de germinagdo (Memmert, modelo ICP 800) regulada para 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas. Foram postas cerca de 30 sementes por placa, umedecidas
com um volume de 12 mL de agua destilada.

Decorridos quatro dias ap0s a semeadura, quando iniciou a germinagdo, com o
aparecimento da raiz primaria (radicula) de mais ou menos 4 mm de comprimento,
guatro sementes (pré-germinadas) foram transferidas para recipientes de vidro com
capacidade para 0,5 L (9 cm de diametro e 20 cm de comprimento) contendo 0,1 L de
perlita. A perlita atuou como um suporte fisico para o desenvolvimento das raizes das
plantas, permitindo simultaneamente a aeracdo destas (Figura 8).

Os extratos e fracdes foram colocados nos recipientes nas concentragbes de
800, 400 e 200 ppm. Para o produto majoritario foram utilizadas as concentracdes de
1,0; 5,0; 10; 50; 100; 500 e 1000 uM em um primeiro experimento e concentracdes de
16; 32; 80; 120; 160; 240 e 320 pM em um segundo experimento. Para fins
comparativos, foram testadas as concentracdes de glyphosate em 1,0; 5,0; 10; 50; 100;
500 e 1000 pM. Para os produtos comerciais (acidos cis e trans aconitico e o-cumarico)
foram utilizadas as concentragcées de 100; 500 e 1000 yM. Em todos os bioensaios
foram adicionados 20 mL de solucdo em cada recipiente, com as devidas
concentragdes, em quatro repeticbes, com uma testemunha, que correspondeu a

adicdes de mesmo volume de tampéo MES.
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Sete dias apés a transferéncia das sementes de soja pré-germinadas para os
recipientes, foram determinados nas plantulas o comprimento da parte aérea (CPA), o
comprimento da raiz principal (CRZ) considerando a raiz primaria como referéncia de

medida, a massa seca das raizes (MSR) e a massa seca da parte aérea (MSPA).

A B

Figura 15. Detalhe das placas de petri com sementes de soja pré-germinadas (A) e
recipientes de vidro dos bioensaios de fitotoxicidade em plantula de soja, com

perlita como substrato (B).

Processamento de dados — Tratamento estatistico

Para o bioensaio de atividade geral (citotoxicidade), o experimento se fez com
oito repeticbes (duas séries de quatro) obtendo-se a média total e o desvio padrdo das
amostras. O nivel de atividade se expressa como percentagem de incremento do
comprimento na amostra do ensaio (AP) em relagdo ao incremento do comprimento do

controle (AC), segundo a expressao:

[(AP — AC)/AC] x100%

Os resultados se refletem em um grafico de barras em que o “zero” representa a

populacdo do controle - testemunha. Os valores positivos, em relacdo ao “zero”,

indicam estimulagéo do parametro medido e 0s negativos, inibicdo dos mesmos.
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Nos bioensaios de fitotoxicidade os parametros avaliados sé&o as percentagens
das sementes germinadas por placa, o comprimento da raiz e do caule. Para a
germinacgdo a distribuicdo da variavel € o nimero de sementes germinadas por placa.
Para a raiz e o caule, a distribuicdo utiliza as medidas de cada variavel em cada placa,
conhecida como distribuicdo média. Para estimar as médias e a variancia, previamente
em cada placa se agrupam as medidas em distribuicdes de frequéncias.

O uso da distribuicho de meédias garante as condicbes de normalidade e
variancias iguais para realizar o teste de contraste de hipGteses paramétricas. Isto
permite contrastar a hipétese se as médias procedem de populagdes distintas ou iguais.
Ou seja, compara bioensaios frente ao “branco”.

O suporte informatico FITOMED® permite o célculo deste contraste, fornecendo
mais informacdes sobre o teste recomendavel a ser utilizado sugerindo neste caso o
teste paramétrico de Mann-Whitney. Desta maneira, € obtido um valor de probabilidade
que permite, com um grau de confianca superior a 99%, entre 99 e 95% e menor de
95% assegurar que a diferenca entre “brancos” e produtos € realmente significativa, isto
€, que os produtos tém atividade.

Os resultados também se expressam em forma de incrementos percentuais em
relacdo ao “branco” e se refletem em graficos de barras. O valor “zero” representa a
populagdo controle. Qualquer valor positivo implicard em estimulagdo do paréametro
medido e 0s negativos em inibicao.

Os resultados obtidos nos bioensaios com plantulas de soja foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, com as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade (Estat v.2).

Calculos dos valores de IDs
Os calculos dos valores de IDsy (concentracdo necessdria para alcancar 50% do

efeito inibitorio observado) no crescimento de coleodptilo e nos parametros das plantulas
de soja (CPA, CR e MSR) foram submetidos a analise de regresséo (MicroCal Origin v.
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8) utilizando-se curvas sigmoidais (logistica—dose resposta em farmacologia/quimica),

sendo utilizadas as de ajustes melhores, segundo o coeficiente de determinacéo (R?).

Resultados e Discussao

Nesta pesquisa, ao longo do processo de extracdo, fracionamento e isolamento
de substancias quimicas de U. ruziziensis, foram surgindo alguns indicios relevantes
quanto a natureza quimica do produto majoritario extraido e testado em bioensaios de
atividade geral (citotoxicidade) e de fitotoxicidade. Por exemplo, o fato dos extratos
serem solUveis em agua e, quando agitados, formarem espumas que persistiam por
varios minutos, como também a ocorréncia de fitointoxicacdo, com necrose acentuada,
escurecimento e ma formacéo, principalmente nas raizes das plantulas de soja.

A confirmacado da natureza quimica da substancia em maior concentragcdo na U.
ruziziensis ocorreu pela técnica de ressonancia magnética nuclear mono e
bidimensional (Anexos 1) e espectro de massa (EM= 1048 u.m.a.).

O composto majoritario encontrado na parte aérea de U. ruziziensis com
atividade alelopética refere-se a substancia quimica protodioscina (Figura 16), uma
saponina esteroidal e este é seu primeiro relato em U. ruziziensis.

Os dados espectroscopicos deste composto coincidem com os descritos na
bibliografia por De Combarieu et al. (2003) para a protodioscina isolada da planta de

Tribulus terretris.
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Figura 16. Formula estrutural da protodioscina isolada de Urochloa ruziziensis.

As saponinas sao compostos biosintetizados por enorme variedade de plantas.
Sao produzidas no metabolismo secundario e, apesar de ndo serem essenciais para a
vida da planta produtora, garantem vantagens para sua sobrevivéncia no ecossistema a
que pertence (SANTOS, 2000).

As saponinas possuem uma estrutura anfipatica formada por residuos hidrofilicos
de acucares ligados a uma aglicona hidrofobica. Essa aglicona é composta de atomos
de carbono organizados em forma de anéis e denominada de sapogenina (CHANDEL,;
RASGOTI, 1980; LACAILLE-DUBOIS et al., 1996). A parte polar das saponinas é
formada por acucares como a glicose, galactose, arabinose, ramnose, xilose e acido
glicurénico, entre outros. Em geral, os acuUcares estdo na forma de oligossacarideos
distribuidos em cadeias lineares ou ramificadas, embora os monossacarideos também
possam ocorrer. O numero de moléculas de acucares mais frequente, nesses
compostos, varia de 3 a 5. Os mono e oligossacarideos podem se ligar as agliconas
através, tanto de ligacdo do tipo éter, como do tipo éster (MAHATO et al., 1988).

Quanto ao numero de cadeias de agUcares presentes na molécula, as saponinas
podem ser classificadas em monodesmosidicas e bidesmosidicas. As
monodesmosidicas apresentam apenas uma cadeia de acucar ligada a aglicona. As

bidesmosidicas sdo saponinas que apresentam, além de uma cadeia de acUcar ligada a
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aglicona no carbono 3, uma segunda cadeia de acUcares ligada ao carbono 28
(MAHATO et al., 1988).

A diferenca na polaridade dos elementos que compdem a molécula das
saponinas é responsavel pela capacidade das mesmas em reduzir a tensdo superficial
da agua levando a formacdo de espuma, quando em solugdo aquosa. A capacidade
das saponinas de interagir com esterois, presentes na membrana plasmética de
eritrécitos, aumenta a permeabilidade dessa membrana, o que permite a entrada de
ions e agua para o interior das células resultando na ruptura das mesmas e liberacao
de hemoglobina (KARABALIEV; KOCHEV, 2003).

Apesar das propriedades tensoativa e hemolitica serem caracteristicas
marcantes das saponinas, elas nao sao comuns a todas as saponinas e, portanto, nao
podem ser usadas para definir esse grupo de compostos. Uma definicdo estrutural da
aglicona desses compostos é a melhor maneira para defini-las (BRUNETON, 1999).

De acordo com a estrutura de suas agliconas, as saponinas podem ser
classificadas em esteroidais e triterpénicas. As saponinas esteroidais sdo compostos
gue possuem 27 atomos de carbono no esqueleto da aglicona, geralmente distribuidos
em seis anéis, e que apresentam grande semelhanca estrutural com as saponinas
triterpénicas. A diferenca entre as mesmas € que a conformacdo do epoxi esqualeno,
para a biossintese das agliconas esteroidais, € de cadeira-barco-cadeira e ndo de
cadeira-cadeira-cadeira como ocorre na biossintese das agliconas triterpénicas
(LACAILLE-DUBOIS et al., 1996)

A protodioscina, uma saponina esteroidal, € um glicosideo com nucleo tipo
furostandlico; no género Urochloa foi isolada pela primeira vez por Haraguchi et al.
(2003) das folhas de U. decumbens. Ela difere da dicotomina, uma saponina esteroidal
isolada anteriormente de Panicum dichotomiflorum, pela auséncia de uma unidade de
ramnose. A dicotomina é descrita como responsavel por surto de fotossensibilizacao
hepatdgena em ovinos na Nova Zelandia (MUNDAY et al., 1993).

Durante o processo de isolamento dos produtos da U. ruziziensis foi observada
reacdo de metilacdo quando se utilizava o metanol como solvente (Figura 17). Segundo

Shao et al. (1997), o solvente metanol quando utilizado na extracdo de produtos de
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materiais vegetais, pode, na presenca de protodioscina, desencadear uma reacdo de
metilagdo da molécula; com isso, a protodioscina se transforma em metil protodioscina.

Protodioscina e metil protodioscina sdo saponinas esteroidais. Na década de
1950 descobriram-se plantas que apresentavam altos teores de saponinas esteroidais.
As plantas portadoras dessas saponinas sao todas Liliopsida (monocotiledéneas),
principalmente das familias Agavaceae, Dioscoreaceae, Poaceae e Smilacaceae.

Nesta pesquisa foram isolados e também identificados, pela primeira vez em U.
ruziziensis, uma mescla de dois outros glicosideos (Anexos 2), cujas estruturas
quimicas encontram-se na Figura 18 e estdo codificados como MN-pBR28*a (Figura
18A) e MN-pBR28*b (Figura 18C). Ao comparar com a literatura, foram identificados
como saponinas esteroidais derivadas da bioconversdo microbiana da metil-

protodioscina por Penicillium melinii (HE et al., 2006).

O O

A B
Figura 17. Representacdo por cromatografia liquida delgada (CCD) da ocorréncia de
metilacdo da fracdo MeOH/H,O 2:2 (v/v) (A) e da presenca de acido

cumarico (B), ambas destacadas com as elipses.
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Figura 18. Estruturas quimicas dos trés compostos isolados e identificados de U.

ruziziensis: A (protodioscina), B (MN pBR2g*a) e C (MNpBR28*D).

Na realizacdo do fracionamento para isolamento dos produtos bioativos nos dois
materiais de Urochloa (T1, que foi cortado verde e depois seco a sombra em lugar
coberto, e T3 coletado no campo 10 dias apos a aplicacdo de glyphosate), observou-se
gue o material verde possuia o dobro da quantidade do glicosideo majoritario (proximo
a 3,0 g) quando comparado a quantidade do material com 10 dias de aplicacédo (1,49).
Esta diferenca na quantidade do mesmo glicosideo entre os dois materiais de mesma
espécie, apOs os fracionamentos, provavelmente, esta relacionada com quantidade de
chuvas ocorrida neste periodo nos dois materiais, pois neste intervalo de 10 dias,
compreendido entre a dessecacéo de T3 e a coleta dos dois materiais choveu 39,2 mm.
A chuva continua pode resultar na perda de substancias hidrossolUveis das folhas e
raizes por lixiviagdo. Sabe-se que isto se aplica a plantas produtoras de glicosideos,
alcaldides e até mesmo de 6leos volateis (EVANS, 1996; WATERMAN e MOLE, 1994).
Provavelmente, deve-se a isso a recomendacdo de varios pesquisadores para se
esperar um intervalo de alguns dias entre a dessecacao da Urochloa e a semeadura da

soja para que nao ocorra fitotoxicidade e perda na producao desta.
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Barbosa-Ferreira et al. (2009), avaliando as variacbes das concentracdes de
saponinas relacionadas com a maturacao das folhas de U. brizantha, deduziram que as
folhas secas (mortas) continham quantidades de saponinas quatro vezes menores
guando comparado a folhas verdes (vivas).

Um estudo feito por MEAGHER et al. (1996) com Panicum sp. e U. decumbens
mostra que os niveis de saponinas e sapogeninas podem variar entre as espécies e
dentro da mesma espécie, de acordo com a idade da planta e o local de colheita.
Observacdes semelhantes foram feitas por FLAGYEN et al. (2004) que avaliaram a
concentracao de sapogeninas em amostras de Narthecium ossifragum e elas variaram
entre os locais, ao longo de uma estacdo do ano e, possivelmente, entre as plantas.
Além disso, a concentracdo de saponinas em plantas pode variar, também, com
estresses ambientais e fase do ciclo de vida (OLESZEK, 2002).

Trabalhando com quantificacdo de saponinas em pastagens de Urochloa, Brum
(2006) observou que as menores concentracfes de saponinas nas plantas de U.
decumbens e U. brizanha ocorreram nos meses de julho a setembro, e estdo
relacionadas com o periodo de menor precipitacao pluvial do ano (estacao seca) e que
neste periodo as pastagens encontravam-se muito secas. Brum et al. (2009), avaliando
a concentracdo de saponinas em cultivares de U. decumbens e U. brizantha nas
distintas fases do ciclo de vida das plantas, encontraram que a fase que apresentou
maior concentracdo da protodioscina foi a de queda das sementes, ou seja, fase final
do ciclo de vida, na qual foram observados teores de 2,09% e 1,94 % para U. brizantha
e U. decumbens, respectivamente.

Desta forma, pode-se inferir que os sintomas de amarelecimento das plantulas
frequentemente relatados no campo, com reducdo no crescimento e diminuicao da
producdo da soja quando a sua semeadura € realizada imediatamente apos a
dessecacdo de U. ruziziensis estdo relacionados, principalmente, com o efeito
alelopatico da graminea sobre a cultura da soja. A magnitude deste efeito é dependente
da concentracdo da protodioscina disponivel na solugdo do solo, que por sua vez é

dependente da quantidade de precipitacdo pluvial ocorrida neste periodo.
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No fluxograma (Figura 19) sdo representadas as etapas de isolamento e
purificacdo do material da parte aérea de U. ruziziensis, com e sem aplicacdo de
glyphosate, que possibilitou a identificacdo de trés glicosideos. Cada fase do processo
foi acompanhada com bioensaios de atividade geral e, posteriormente, bioensaio de
fitotoxicidade com plantula de soja, para identificar em qual etapa do processo de

fracionamento se encontrava o produto com atividade alelopética.
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ETAPA 1 ETAPA 2

Extracdo com Hexano,
DCM e MeOH (10g)

0,3 kg de “folhas” de U.
ruziziensis sem (T1)e com

(T3) glyphosate moidas

4

U

Bioensaios coleoptilo e

germinacdo — MeOH mais Extrato MeOH (12 g)

ativo ﬂ
cromatografia de liquidos
com lichroprep RP-18
T1leT31= T12eT32=21 | T13eT33=21 | Ti14eT34=21 T15eT35=
2,01 1:3 2:2 31 2,01
H,O MeOH/ H,0 MeOH/ H,0 MeOH/H,0 MeOH
N %
—
Bioensaios coleoptilo
T33seco=3,0g T34seco= 390,0 mg
MPLC MPLC
A3 | B3 C3 D3 E3 A4 | B4 C4 D4 E4
S
HPLC ﬂ /
C3=1,40¢ E4 > HPLC
Bioensaios com coledptilo e

Figura 19. Resumo do processo utilizado para isolamento dos compostos da U.

ruziziensis com e sem glyphosate.
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Atividade alelopatica

Comparando-se os efeitos dos extratos brutos de DCM e MeOH da parte aérea
de U. ruziziensis sobre o crescimento dos coledptilos de trigo foi verificado que a
substancia alelopética encontrava-se no extrato bruto metandlico (Figura 20). Pode-se
ainda observar que os extratos brutos metandicos MeOH-1, MeOH-2 e MeOH-3, que
corresponderam, respectivamente, a Urochloa coletada sem e com herbicida
glyphosate aos 5 e 10 dias apoés a aplicacéo, foram 0s que apresentaram o maior efeito
inibitério, com reducdo no incremento do crescimento do coleodptilo, em média 60%, na
concentracao de 400 ppm.

Nos extratos brutos de MeOH, para os trés materiais de U. ruziziensis avaliados,
nota-se certa proporcionalidade entre as concentragcbes ministradas e os efeitos
inibitérios manifestados no crescimento do coleoptilo, atingindo, em média, 40%, 60% e

80% de inibicdo a 200, 400 e 800 ppm, respectivamente.

Extratos brutos de Urochloa ruziziensis

Logran MeOH-1 MeOH-2MeQOH-3 DCM-1 DCM-2 DCM-3

O200ppm O400ppm @800ppm

Incremento do coleoptilo (%controle)

Figura 20. Efeito dos extratos brutos de MeOH e de DCM de U. ruziziensis, coletada
em trés épocas (1-sem glyphosate; 2-com 5 dias apdés a aplicacdo do
glyphosate e 3-com 10 dias apdés o glyphosate), sobre o crescimento de

coledptilo de trigo, comparado ao Logran, o herbicida de referéncia.
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A semelhanca entre os resultados encontrados quanto a inibicdo do crescimento
do coledptilo de trigo com extrato bruto de MeOH com e sem aplicacao do glyphosate
evidenciaram que a presenca ou auséncia do herbicida, nas trés épocas avaliadas, ndo
foi um fator relevante na atividade alelopatica manifestada neste bioensaio e,
provavelmente, é a U. ruziziensis que detém em sua constituicdo quimica substancias
capazes de inibir o crescimento do coleoptilo.

A suspeita da inexisténcia de atividade alelopatica inibitéria decorrente do
glyphosate em plantulas de soja transgénica foi reforcada com os resultados adquiridos
ao longo do processo de fracionamento, isolamento e identificacdo de compostos de U.
ruziziensis, com os respectivos bioensaios de atividade geral e fitotoxicidade. Velini et
al. (2008), expondo plantas de soja transgénica a sub-doses de 0; 1,8; 3,6; 7,2; 18; 36;
72; 180; 360 e 720 g de e.a. ha™ de glyphosate, ndo constataram actmulo de &cido
chiquimico, confirmando a resisténcia da planta ao herbicida.

Resultados obtidos com os bioensaios de fitotoxicidade utilizando-se os extratos
brutos de MeOH-1, MeOH-2 e MeOH-3 em sementes de alface, tomate e cebola estdo
representados, respectivamente, nas Figuras 21 a 23.

De maneira geral, os efeitos inibitérios sobre as espécies utilizadas nos
bioensaios manifestaram-se, principalmente, no comprimento da parte aérea nas
plantulas de tomate (Figura 22), em média de 28% e no comprimento das raizes, sendo
mais acentuado nas plantulas de tomate e cebola, reduzindo o crescimento em 30%,

em média (Figura 23).
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Figura 21. Porcentagem da germinacgdo, do comprimento da parte aérea e das raizes de alface,
em relacdo ao controle, em concentracdes (ppm) dos extratos brutos de MeOH
extraido de U. ruziziensis. Sendo que Uroch. 1, 2 e 3 correspondem,
respectivamente, a U. ruziziensis sem glyphosate e com este aos 5 e 10 dias ap0s a
aplicacdo (DAA). Logran® é um herbicida padrao.
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Figura 22 Porcentagem da germinacdo, do comprimento da parte aérea e das raizes de
tomate, em relacdo ao controle, em concentracdes (ppm) dos extratos brutos de
MeOH extraido de U. ruziziensis. Sendo que Uroch. 1, 2 e 3 correspondem,
respectivamente, a U. ruziziensis sem glyphosate e com este aos 5 e 10 dias ap0s a
aplicacdo (DAA). Logran® é um herbicida padrao.
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Figura 23. Porcentagem da germinacdo, do comprimento da parte aérea e das raizes de
cebola, em relacdo ao controle, em concentracdes (ppm) dos extratos brutos de
MeOH extraido de U. ruziziensis. Sendo que Uroch. 1, 2 e 3 correspondem,
respectivamente, a U. ruziziensis sem glyphosate e com este aos 5 e 10 dias ap0s a
aplicacdo (DAA). Logran® é um herbicida padrao.
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Apoés os bioensaios de atividade geral e de fitotoxicidade em alface, tomate e
cebola, realizou-se um bioensaio de fitotoxicidade em plantulas de soja com os extratos
de DCM e MeOH da Urochloa sem glyphosate. Os resultados de comprimento da parte
aérea (CPA) e de raizes (CRZ) e massa seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR)
das plantulas de soja encontram-se na Tabela 8 e Figura 24.

Mesmo nédo apresentando significancia nos resultados, o extrato bruto de DCM
promoveu um incremento nos parametros da soja avaliados, notadamente na
concentracdo de 200 ppm (Tabela 8). Em contrapartida, para o extrato bruto de MeOH
os resultados foram significativamente inibitérios com 400 ppm, para comprimento de
raizes da soja, e com 800 ppm, para comprimento da parte aérea, raizes e massa seca

de raizes de soja.

Tabela 8. Efeito alelopatico do extrato bruto de diclorometano (DCM) e de metanol
(MeOH), ambos extraidos da parte aérea de U. ruziziensis sem glyphosate,
sobre o comprimento da parte aérea e das raizes e massa seca da parte aérea
e das raizes (mg) de plantulas de soja M-SOY 7908 RR.

Comprimento (cm) Massa seca (mg)
Extrato bruto ~ - - -
parte aérea Raizes parte aérea raizes
Test. (MES) 18,38 ab 4,45 ab 639,17 a 53,20 ab
DCM - 200 ppm 19,63 a 4,73 a 639,83 a 63,67 a
DCM - 400 ppm 17,04 ab 4,37 ab 653,30 a 54,60 ab
DCM — 800 ppm 19,13 ab 4,60 a 673,70 a 52,87 ab
MeOH - 200 ppm 17,79 ab 4,66 a 630,10 a 58,77 ab
MeOH - 400 ppm 15,74 b 3,36 ab 632,67 a 48,37 ab
MeOH - 800 ppm 15,43 b 3,07b 620,53 a 40,47 b
F 4,01* 4,64 0,77 NS 2,74 NS
DMS 3,88 1,50 96,43 21,48
CV (%) 7,92 12,96 5,39 14,57

Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS — néo significativo pelo teste F.

Analisando-se os resultados do bioensaio (Figura 24), observa-se que o extrato
metandlico (MeOH) foi o mais inibitorio quando comparado ao de DCM, proporcionando

menor comprimento de parte aérea (15% em 400 ppm), de raizes (25 % em 400 ppm) e
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de massa seca de raizes (25 % em 800 ppm) de plantulas de soja quando comparado a
testemunha, mas sem afetar significativamente a massa seca da parte aérea das

plantulas.

25 ] : B Compr. PA
E : : : I Compr. RZ

I MS PA

I MS Rz

Atividade (% do controle)
o
1

© bcMm

] 200 ppm © 400 ppm 800 ppm
-30 - : : :

-35 : :
200 ppm 400 ppm 800 ppm

Extratos de DCM e MeOH

Figura 24. Efeito da concentracdo de extratos brutos de DCM e MeOH extraidos da
parte aérea de Urochloa sobre o comprimento da parte aérea e raizes e
massa seca de parte aérea e raizes de plantulas de soja M-SOY 7908 RR

em relacéo ao controle (MES).

Apos os resultados obtidos nos bioensaios com o extrato bruto metandlico, que
demonstrou seu efeito inibitério, este foi selecionado para dar continuidade ao processo
de fracionamento. Para o fracionamento foram utilizados dois materiais de Urochloa,
sem glyphosate (T1) e com glyphosate (T3) coletado 10 dias apds a aplicagdo. Cada
material forneceu cinco fragdes com os eluentes metanol e 4gua e uma fracao extraida
com acetona. As fragbes, doze no total, foram utilizadas em bioensaios de atividade
geral,comparando-as com o herbicida Logran® (Figura 25).

Pdde-se observar que as fracGes extraidas com a mistura metanol/agua 2:2 (v/v)
(no grafico, T1-50%Me e T3-50%Me) e metanol/agua 3:1 (v/v) (no gréafico, T1-75%Me e
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T3-75%Me) foram as mais inibitérias dentre as avaliadas, proporcionando menor
incremento do comprimento do coledptilo, mesmo na menor diluicdo, 200 ppm,
(préximas a 80% de inibicdo). Para Macias et al. (2000), pesquisando efeito alelopéatico
em folhas de girassol, um composto € considerado promissor quando apresentar

bioatividade superior a 40% pelo menos a partir da concentracao de 300 ppm.

107 T1-25%Me T1-750Me  T1-100%Acet. T3-25%Me T3-75%Me
T1-100P6 agua T1-50%Me T1-100%Me T3-100% agua T3-50%Me T3-100%Me Logran
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Figura 25. Porcentagem de inibicdo do crescimento do coledptilo de trigo, em relagdo
ao controle, com fracbes extraidas do extrato bruto de MeOH apéds
cromatografia de liquidos com lichroprep RP-18. T1 e T3 referem-se a U.
ruziziensis sem e com glyphosate (10 DAA), respectivamente. Logran® é o

herbicida padréo.

Para melhor visualizacdo da bioatividade das fragbes, foram confeccionados
graficos individuais, por materiais sem e com glyphosate (Figura 26A e 26B,
respectivamente). De maneira geral, quando se analisa a inibicdo do crescimento do

coledptilo de trigo nos materiais sem e com glyphosate, observa-se um comportamento
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semelhante, principalmente nas fragcbes hidrometandlicas 2:2 e 3:1 (v/v). Essa
semelhanga entre as duas épocas coletadas reforca a hipotese de que a atividade
alelopética da Urochloa na soja esta relacionada com a constituicdo quimica do material

vegetal utilizado como cobertura vegetal e ndo a aplicacdo do glyphosate.

Fragdes Hidrometandlicas sem glyphosate - ppm
agua (A) 1:3-M/A 1:1-M/A 3:1-M/A metanol (M) acetona

0 -
-20 I

-40

Incremento coledptilo (% do controle - MES)
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[ 400 ppm
1200 ppm
-80 -
-100
B

Fracdes Hidrometandlicas com glyphosate - ppm
agua (A) 1:3-M/A 1:1-M/A 3:1-M/A metanol (M) acetona
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Figura 26. Porcentagem de inibicdo no crescimento do coledptilo de trigo, em relagéo
ao controle, com fracdes do extrato bruto de MeOH da parte aérea de
Urochloa sem (A) e com glyphosate (B), em que M/A = MeOH/H,0.
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Devido a semelhanca dos resultados entre os dois materiais de Urochloa (sem e
com glyphosate) observada nos bioensaios de atividade geral em coledptilo de trigo
(Figura 26), elegeu-se o material com glyphosate para dar sequéncia ao isolamento das
substancias alelopaticas. A preferéncia por este material foi decorrente de observactes
feitas em placas de cromatografia de camada delgada (CCD) em fase reversa sob
comprimento de onda no ultravioleta (360 nm): este diferiu do material sem glyphosate
pela presenca de uma mancha fluorescente (Figura 27). Provavelmente, essa mancha
no extrato hidrometandlico de Urochloa tratada com glyphosate esta relacionada com
os adjuvantes que sao adicionados a formulacdo do produto comercial, pois a molécula
de glyphosate ndo possui grupos croméforos para serem detectados neste
comprimento de onda.

Por apresentarem a maior inibicdo do crescimento do coledptilo de trigo (acima
de 80%) (Figura 26) as fracbes MeOH/agua 2:2 (v/v) com 3,0 g, e MeOH/agua 3:1 (v/v)
com 390 mg foram selecionadas para o MPLC.

Figura 27. Representacdo por cromatografia liquida delgada (CCD) do material sem
glyphosate (R1) e com glyphosate (R2) e 34 corresponde a fragcéo
MeOH/H,0 3:1 (v/v).
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Para a cromatografia em MPLC utilizou-se como eluente, para a fragdo T33, a
mistura acetona/agua 1:1 (v/v), pois foi a que proporcionou melhor separagdo de
compostos em placa de silica de fase reversa (CCD — RP18 ou C-18). Para 0 processo
do MPLC néo foi utilizada a mistura MeOH/agua devido a ocorréncia de reacdo de
metilacao.

Nessa pesquisa, 0 acido o-cumarico, um produto quimico comercial que possui
atividade alelopatica comprovada, foi testado nos bioensaios de fitotoxicidade em
plantulas de soja, assim como o acido aconitico, nas formas cis e trans, para auxiliar na
investigacdo de isolamento e identificacdo dos compostos da U. ruziziensis, uma vez
gue foram relatados efeitos alelopaticos desses compostos em soja (VOLL et al., 2010).

Os resultados observados para o efeito alelopatico com a utilizacdo do &cido
aconitico (AA), nas formas cis e trans (Tabela 9), e para o acido o-cumarico, nas
concentracdes de 100 uM, 500 yM e 1000 uM (Tabela 10), ndo foram significativos para
as varias caracteristicas avaliadas nas plantulas de soja.

Tabela 9. Efeito dos acidos cis e trans aconitico (AA) sobre o comprimento da parte
aérea e das raizes (cm) e massa seca da parte aérea e das raizes (mg) de
plantulas de soja M-SOY 7908 RR.

Acido Comprimento (cm) Massa seca (mg)
aconitico (AA) parte aérea raizes parte aérea Raizes
Concentracoes Cis - trans cis - trans cis - trans cis - trans

Test. (MES)* 19,96a - 19,96a 5,46a - 5,46a 592a-592a  50,20a - 50,20a
10 *M 20,34a-21,72a 5,69a - 5,28a 568a —599a 53,06a - 65,25a
5.10 *M 22,80a - 19,13a 5,94a - 5,05a 570a—-628a 65,18a-48,30a
10 *M 21,66a - 18,88a 5,47a - 5,22a 555a -592a  59,03a - 60,00a

F Trat. 1,54NS-1,17NS 0,56NS- 0,53NS- 3,32NS-2,67NS

0,21NS 0,50NS

DMS 4,38 - 4,99 1,26 - 1,56 88,68 — 102,96 15,33 - 20,69

CV (%) 9,83-11,94 10,69 - 14,17 12,84 -8,13 12,84 - 17,62
Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS — néo significativo pelo teste F.
MES* - tampao.
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Estes resultados discordam dos relatados por Voll et al. (2010), que observaram
que o cultivo de soja em areas que receberam o AA por meio da aplicacdo de vinhaca
(residuo da cana-de-acucar) ou em areas de pastagem de gramineas, pode apresentar
reducdo na germinacdo e menor desenvolvimento das raizes das plantas. Os autores
alegam que fatores desfavoraveis, como a falta de umidade no solo, poderédo
comprometer o estabelecimento da cultivar de soja, sensivel ao acido aconitico nestas
areas. Uma explicacdo plausivel para os resultados distintos encontrados nesta
pesquisa quando comparados ao que se tem na literatura € que, provavelmente, a
cultivar de soja M-SOY 7908 RR néo foi sensivel a estes acidos ou que as doses dos

acidos utilizadas neste bioensaio foram inferiores as empregadas em outros trabalhos.

Tabela 10. Efeito do acido o-cumarico no comprimento da parte aérea e das raizes (cm)

e massa seca da parte aérea e das raizes (mg) de plantulas de soja M-SOY

7908 RR.
Acido cumérico C(?mprimento (cm,) Mellssa seca (mg) ,
parte aérea Raizes parte aérea Raizes
Test. (MES)* 17,10 a 5,02 a 588,88 a 58,93 a
10 *M 14,40 a 4,64 a 571,40 a 49,05 a
5.10 *M 17,67 a 5,60 a 554,20 a 48,38 a
10 *M 17,35 a 520 a 580,83 a 47,88 a
F 2,69 NS 2,48 NS 0,72 NS 3,26 NS
DMS 3,86 1,05 73,62 12,24
CV (%) 11,07 9,84 6,11 11,42

Test. (MES)* - testemunha com a solu¢éo tampao pura.

Analisando-se os dados referentes ao bioensaio com as fragbes MeOH/H20 2:2
(v/v), provenientes dos dois materiais (T1 e T3 - Urochloa sem e com glyphosate,
respectivamente), em quatro diluicées: 800, 600, 400 e 200 ppm (Tabela 11), constatou-
se que foi significativa a reducdo ocorrida nas plantulas de soja, notadamente no
comprimento da parte aérea e na massa seca das raizes com 400, 600 e 800 ppm. A
massa seca das raizes foi o parAmetro mais sensivel quanto ao efeito inibitério, pois

diferiu estatisticamente da testemunha (MES) em todas as diluicdes, exceto a 200 ppm.
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Tabela 11. Efeito das fracdes extraidas em MeOH/H,0 2:2 (v/v) de T13 (Urochloa sem
glyphosate) e T33 (Urochloa com glyphosate) sobre o comprimento da parte
aérea e das raizes (cm), e massa seca da parte aérea e das raizes (mg) de
plantulas de soja.

Extrato Comprimento (cm) Massa seca (mg)
MeOH/H,0 (2:2) parte aérea Raizes parte aérea Raizes
Test. (MES)* 18,17 a 491 a 639,43 a 53,27 a
T13 - 200 ppm** 16,13 ab 4,06 b 598,50 a 41,47 abc
T13 - 400 ppm 13,06 bc 259 ¢ 605,00 a 35,47 ¢
T13 — 600 ppm 11,69 ¢ 231c 599,00 a 33,25¢c
T13 - 800 ppm 11,72 ¢ 2,04c 561,75 a 31,35¢c
T33 - 200 ppm 18,06 a 4,03 b 589,75 a 51,72 ab
T33 - 400 ppm 14,20 bc 2,65¢c 640,50 a 38,10 bc
T33 - 600 ppm 12,88 bc 2,30c 614,25 a 37,35¢c
T33 - 800 ppm 11,06 ¢ 2,39¢c 625,25 a 37,25 ¢
F 14,90** 37,42** 1,36 NS 7,01
DMS 3,36 0,79 108,10 13,85
CV (%) 10,03 11,04 7,46 14,58

Médias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS — n&o significativo pelo teste F.

* MES = Testemunha

ppm** - Concentracgdes utilizadas em parte por milhao (ppm).

Na Figura 28 sao observados, particularmente na concentracdo de 600 ppm da
fracdo MeOH/H,0 2:2 (v/v), sintomas de efeitos deletérios nas raizes das plantulas de
soja quando comparadas com as da testemunha (MES). As raizes apresentam-se
necrosadas, escuras, com poucas ramificacbes secundarias e pélos radiculares. Estes
sintomas visuais foram observados nas plantulas de soja tratadas com as fracOes

hidrometandlicas dos dois materiais (sem e com glyphosate).
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A B

Figura 28. Detalhe das raizes de plantulas de soja sob concentracdo de 600 ppm da
fracdo MeOH/H,0 2:2 (v/v) da parte aérea de plantas de U. ruziziensis sem (A)

e com (B) aplicacao de glyphosate, em relagéo a testemunha (MES).

Para uma melhor visualizacdo dos efeitos inibitorios ocorridos nas plantulas de
soja dependentes da dose utilizada, foram apresentados os dois materiais,
separadamente, sem e com glyphosate (Figura 29).

Submetendo os dados inibitério do crescimento das plantulas de soja (Figura 29)
a analises de regressao para as caracterisiticas comprimento de parte aérea e de raiz e
massa seca de raizes, em fungdo da concentracdo do extrato de MeOH/H,0 2:2 (v/v)
de U. ruziziensis em duas épocas de coleta, sem glyphosate (Figura 30) e com este
aplicado héa dez dias (Figura 31), verificou-se que o efeito foi sigmoidal, permitindo
estimar a dose inibitéria 50 (IDsg) em 270,1 ppm (R?=0,9839), 263,1 ppm (R?*=0,9933) e
274,7 ppm (R?=0,9999), respectivamente, para o extrato sem glyphosate e para o
extrato com glyphosate a dose inibitéria 50 (IDsp) encontrada foi de 404,0 ppm
(R?=0,9239), 237,8 ppm (R?=0,9911) e 274,70 ppm (R?=0,9999), respectivamente.
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Figura 30. Curvas de dose-resposta do efeito do extrato de MeOH/H,0O 2:2 (v/v) de U.

ruziziensis sem a aplicacao de glyphosate, com os respectivos |IDso, para o

comprimento da parte aérea (CPA) e raiz (CR) e massa seca de raizes
(MSR) de plantulas de soja M-SOY 7908 RR.
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Figura 31. Curvas de dose-resposta do efeito do extrato de MeOH/H,0O 2:2 (v/v) de U.
ruziziensis aos 10 dias apos a aplicacdo de glyphosate para o comprimento
da parte aérea (CPA) e raiz (CR) e massa seca de raizes (MSR) de plantulas
de soja M-SOY 7908 RR.

Apés o MPLC e HPLC das fracbes MeOH/H,0 2:2 e 3:1 (v/v) de U. ruziziensis, o
composto escolhido para dar continuidade ao estudo, embasado nos resultados dos
bioensaios geral e de fitotoxicidade, foi 0 que se extraiu em maior quantidade e que foi
identificado inicialmente como um glicosideo majoritario (C3) e posteriormente
confirmado como sendo protodioscina.

No bioensaio de citotoxicidade (Figura 32), no qual se utilizou a protodioscina
isolada nas concentra¢cdes de 25,0; 48,0; 95,0; 191,0; 381,0; e 763,0 uM, constatou-se
efeito inibitdrio sobre o incremento do comprimento do coledptilo de trigo, com reducdes
de 93% (763,0 pM) a 30% (24,0 uM). Observa-se que os valores de inibicdo
mantiveram-se altos até a diluicdo de 48 uM (68%), demonstrando que se trata de um

produto com grande potencial alelopatico.
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Figura 32. Porcentagem de inibicdo do crescimento do coleodptilo de trigo, sob
concentracdes crescentes de protodioscina, proveniente da fracdo T33, e
de Logran®.

Neste bioensaio, submetendo os dados de inibicdo no crescimento do coledptilo
de trigo a andlise de regressao (Figura 33), verificou-se que o efeito foi sigmoidal,
permitindo estimar a dose inibitéria 50 (IDso) de protodioscina préxima a 30,0 pM (R? =
0,9830).
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Figura 33. Porcentagem de inibicdo do crescimento do coledptilo de trigo, sob

concentracoes crescentes de protodioscina proveniente da fracdo T33.

Outro bioensaio de atividade geral foi realizado com a protodioscina e o herbicida
Logran® em cole6ptilo de trigo utilizando as concentracdes de 1,0; 5,0; 10; 50; 100; 500
e 1000 uM. Os resultados quanto a inibicdo do comprimento do coledptilo de trigo foram
submetidos & analises de regressdo em funcdo das concentra¢des dos dois produtos
ministrados (Figura 34). Verificou-se que para o efeito inibitorio produzido nos coleoptilo
adequou-se uma curva sigmoidal, permitindo estimar a dose inibitoria 50 (IDsp) de 27,35
uM (R? = 0,9688) e 46,92 uM (R? = 0,9966) para protodioscina e o herbicida Logran®,
respectivamente, o Ultimo utilizado como padréo de inibigao.
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Figura 34. Efeito das concentragfes crescentes de protodioscina proveniente da fracao
T33 e do herbicida Logran® no comprimento do coleéptilo de trigo.

Foram realizados mais dois bioensaios de fitotoxicidade em plantulas de soja
para testar o efeito alelopatico de concentracdes de protodioscina extraida de U.
ruziziensis. As médias dos efeitos dos dois ensaios foram analisadas conjuntamente.
Nas analises de regressao, nas quais foram submetidos os dados de comprimento da
parte aérea (CPA) e da raiz principal (CR) e a massa seca de raizes (MSR) das
plantulas de soja em funcéo da concentracdo de protodioscina (Figura 35), verificou-se
que o efeito foi sigmoidal, permitindo estimar a dose inibitéria 50 (IDsp) da protodioscina
em 186 pM (R?=0,963), 160 pM (R?=0,937) e 96,68 pM (R?=0,877), respectivamente.
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Figura 35. Curvas de dose-resposta de comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz
principal (CR) e massa seca de raizes (MSR) de plantulas de soja M-SOY 7908
RR submetidas a concentracbes de protodioscina. Barras nas curvas

correspondem ao erro padrdo das meédias.

A fitointoxicacdo nas plantulas de soja, manifestadas principalmente nas raizes
através de necroses (Figura 36) foi dependente da concentracdo de protodioscina. Com
0 aumento nas concentragdes de protodioscina (16,0; 32,0; 80,0; 120,0 e 240,0 uM),
observou-se, visualmente, (Figura 36), acentuada necrose na raiz principal, com forte
escurecimento e reducdo do seu comprimento e ma formacao das raizes secundarias e
também ocorreu reducdo no comprimento das plantulas. Provavelmente, essa
fitointoxicac@o foi decorrente do efeito alelopéatico dessa substancia no metabolismo
celular da planta de soja.

Este efeito de fitointoxocacdo nas plantulas de soja pode ser decorrente de
alteracdes ocorridas na membrana plasmatica. Bonini et al. (2010), avaliando o efeito
do extrato de U. ruziziensis sobre o metabolismo energético da soja, concluiram que o
extrato de U. ruziziensis alterou a atividade respiratoria do tecido integro das raizes e

ativou enzimas oxidantes, o que pode estar relacionado a um estimulo de estresse
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oxidativo, confirmando um efeito alelopatico da U. ruziziensis sobre o metabolismo
energético na soja. Nesta linha de pesquisa, Ferro el al. (2010), trabalhando com
extrato butanodlico de U. ruziziensis atuando na atividade respiratéria de mitocéndrias de
soja, concluiram que houve inibicdo da cadeia respiratéria como um todo, sugerindo
que o extrato butanolico de U. ruziziensis apresentou efeito alelopéatico sobre a soja,

pois interferiu no metabolismo energético, afetando a respiracdo mitocondrial.

Test. - 16 M Test.-32 yM  Test.-80 uM  Test. - 120 yM  Test. - 240 uM

Figura 36. Plantulas de soja M-SOY 7908 RR desenvolvidas em solu¢gbes com
concentragdes crescentes de protodioscina. A testemunha (MES) = planta

da esquerda.

Protodioscina e metil protodioscina foram extraidas de sementes de Asparagus
officinalis por Shao et al. (1997) e utilizadas em bioensaios de atividade geral com
células humanas leukemia HL-60 e foram testadas em DNA, RNA e na sintese protéica.
Os resultados mostraram que os efeitos inibitérios no DNA, RNA e sintese protéica
foram mais intensos com o aumento da dose utilizada, e que a protodioscina
apresentou efeito inibitério mais acentuado, nas trés variaveis analisadas, do que a
metil protodioscina, com dose letal (DL s55) no DNA de 9,0 uM. Para a metil
protodioscina foram necesséarios 19 uyM. Quando compararam a intensidade do efeito
inibitério nas trés variaveis estudadas, os autores encontraram que esta foi maior no
DNA, intermediario no RNA e mais atenuado na sintese protéica. Devido ao melhor
resultado apresentado pela protodioscina, os autores a selecionaram para bioensaios

complementares para testar a solubilidade dessa substancia e também avaliar se os
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efeitos inibitorios poderiam ser reversiveis no DNA. Os resultados comprovaram que a
protodioscina € hidrossolUvel e que os efeitos inibitérios no DNA foram irreversiveis.

A substancia metil protodioscina tem propriedades antitumorais (Liu et al., 2005).
Essa substancia, em células K562 (cancerigena), induziu a uma alteracdo bifasica, ou
seja, causou uma hiperpolarizacdo precoce seguida de despolarizagao do potencial da
membrana mitocondrial. O efeito inicial observado foi a queda transitéria da
concentracdo do Ca*' intracelular, desestabilizando a homeostase. Detectou-se,
também, a geracdo de espécies de oxigénio reativo (ROS). Os resultados mostraram
que metil protodioscina inibiu a proliferacdo das células K562 atraveés do bloqueio, via
ciclo celular na fase G2 da mitose e, posteriormente, progredindo em apoptose (morte
celular programada).

Analisando-se o0s resultados do bioensaio de fitotoxicidade com o produto
quimico a base de glyphosate em concentracdes crescentes de 1,0; 5,0; 10; 50; 100;
500 e 1000 uM no comprimento de parte aérea e de raiz, e massa seca de raizes e
parte aérea nas plantulas de soja (Figura 37), ndo foi verificado efeito inibitorio
significativo na maioria das caracteristicas avaliadas, exceto na massa seca de raizes
na concentracao de 500 e 1000 uM. Uma provavel explicacdo para essa manifestacédo
de inibicdo nas raizes a partir de 500 yM pode estar relacionada com a alta dose de
glyphosate utilizada nestes tratamentos e a sensibilidade deste 6rgdo vegetal a um
efeito osmotico

Uma observacéo interessante neste bioensaio foi que, de maneira geral, as
concentracoes utilizadas de glyphosate estimularam o crescimento das plantulas de
soja quando comparadas com a testemunha em &gua destilada, notadamente, a
concentracdo de 10 pM, favorecendo, principalmente, a massa seca de raizes.
Segundo Moorman (1986), a concentracdo de glyphosate esperada na solugéo do solo,
para doses recomendadas nas aplicacdes, € cerca de 7uM.

Morandi (1989) trabalhando com Glomus mosseae, verificou que a colonizacao
da soja por esse microorganismo foi favorecida pela aplicagéo de glyphosate (0,5 uyg ml°

! = 2,9 uM) depois da emergéncia das plantas. O autor sugere que esse efeito positivo
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do glyphosate pode resultar da maior producédo de isoflavondides nas raizes, os quais

podem promover a coloniza¢do micorrizica, conforme relatado por Siqueira et al.(1991).

[ CPA
40 4 : : : : : [ CR
] : : : : : I VSR

Incremento em soja (em % da test. H,O dest.)

Concentracdes de glyphosate - uM

Figura 37. Efeito das concentracdes de glyphosate (uM) em plantulas de soja, cv M-
SOY 7908 RR, em relacdo a testemunha em agua destilada.

Neste bioensaio, em particular, em que a testemunha foi composta por agua
destilada e ndo por MES como nos demais, uma possivel explicacdo para o efeito
benéfico do glyphosate nas plantulas de soja pode estar relacionado com a liberacdo de
fésforo, presente na composicdo quimica da molécula do herbicida. O fésforo tem
funcdo de macronutriente para as plantas. E provavel que o glyphosate, quando em
solucéo, libere o fésforo para o0 meio e este é absorvido pelas plantulas de soja
geneticamente modificadas para a resisténcia a este herbicida, contribuindo
positivamente na nutricdo destas.

Vérios trabalhos de pesquisa relatam efeitos deletérios do glyphosate sobre
culturas decorrentes da aplicacéo acidental ou da deriva. S&o encontradas informacdes
para varias culturas, como para a do eucalipto (MACHADO et al.,, 2010), do cafée
(FRANCA et al.,, 2009) e do citros (GRAVENA et al., 2009). No entanto, Velini et
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al.(2008) trabalhando com aplicacdo de sub-doses de glyphosate em algumas plantas,
observou que o glyphosate pode estimular o crescimento da planta de milho, de soja,
de eucalipto e da planta daninha Commelina benghalensis, fenbmeno este conhecido

por hormese.

Conclusdes

1 — As fragBes hidrometandlicas 2:2 e 3:1 (v/v) extraidas de U. ruziziensis foram as mais
toxicas para a soja, independentemente da aplicacdo do glyphosate.

2 — O composto alelopatico majoritario, isolado do extrato metandlico de U. ruziziensis,
independentemente da aplicagdo do glyphosate, € a protodioscina, uma saponina
esteroidal. H4 ainda outras duas saponinas esteroidais isoladas de U. ruziziensis,
porém em identificacao.

3 — A protodioscina € citotdxica para coleoptilo de trigo e fitotoxica para plantulas de
soja.

4 — Pelas caracteristicas das saponinas, plantas de U. ruziziensis dessecadas com
glyphosate e expostas a chuvas podem apresentar menor teor de protodioscina e,

consequentemente, menor atividade alelopética.
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