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RESUMO

Avaliacao de extrato etandlico de Urochloa ruziziensis no cultivo da soja

A soja é o principal produto agricola mundial, com grande importancia soécio-
econdmica. Seu cultivo é realizado frequentemente em sistemas de integragéo
lavoura pecuaria e plantio direto, devido sua adaptabilidade. No sistema de
integracao lavoura pecuario utilizam-se diversas espécies de gramineas forrageiras,
como as do género Urochloa. A U. ruziziensis possui grande adogao nos sistemas
de cultivo devido suas caracteristica. O trabalho teve por objetivo avaliar o
crescimento da soja e a biologia do solo com aplicagdo de extrato etandlico de U.
ruziziensis. Inicialmente foi realizada a extragdo dos compostos da U. ruziziensis,
obtendo-se assim o extrato alcodlico bruto, no qual foram determinados os teores de
flavondides, polifendis totais e alcaldides e submetidas a avaliagao de deteccao de
flavondides por cromatografia liquida. Em seguida, foi conduzido experimento na
casa de vegetacao do laboratério de biologia do solo da Unoeste (Campus Il), para
observar a influéncia do extrato sobre a soja (BRS388RR) e a microbiologia do solo,
o experimento foi caracterizado por 5 tratamentos com 5 repeticbes cada,
apresentando dosagens crescentes do extrato, sendo eles T1 - 0g, T2 - 5g, T3 — 1g,
T4 - 1,59 e T5 — 2g por vaso™, totalizando-se 25 parcelas experimentais, as plantas
foram conduzidas por 60 dias. Ao final foram realizadas avaliagdes referentes ao
desenvolvimento da planta (altura de plantas, massa seca da parte aérea e
radicular, numero de vagens por planta e indice de area foliar da soja), foi realizada
avaliagao quanto a nodulagao das raizes e avaliagdo do estado nutricional foliar e
sendo realizada avaliagdo espectral e indice de clorofila total. A partir da avaliagéo
espectral foram calculados os seguintes indices espectrais da soja, NDVI, PRI,
MCARI e AOKI. A avaliagédo da atividade microbioana do solo, foi realizada em dois
periodos (15 e 60 dias apds a semeadura), foi realizada o carbono e nitrogénio da
biomassa microbiana, respiragdo do solo, atividade da enzima desidrogenase e
calculado o quociente metabdlico. Dentre as avaliagdes referentes ao extrato foi
possivel observar a presengca em maior quantidade de flavondides, foram
identificados os flavondides Naringenina e Kaempferol. O extrato quando aplicado
na soja demonstrou estimular o desenvolvimento da planta gerando acréscimos na
altura e massa seca da parte aérea, maior peso de nodulos, nodulagao e reducéo da
massa fresca radicular das plantas. A dosagem mais elevada se destacou no
nitrogénio foliar. O extrato de U. ruziziensis proporcionou aumentos no carbono da
biomassa microbiana na dosagem mais elevada, bem como aumento da respiragao,
quociente metabdlico e desidrogenase para maior dosagem. A assinatura espectral
na soja mostrou que houve maior refletancia na regido proxima a R530 e também na
regidao do infravermelho proximo (NIR) nos tratamentos com maiores doses de
extrato aplicado no solo. O indice NVDI apresentou respostas decrescentes ao
aumento das dosagens os demais indices, apresentaram resposta inversa
aumentando linearmente com aumento das dosagens de extrato. Na correlagdo dos
indices espectrais com a biomassa da parte aérea da soja verificou-se que o NDVI
apresentou correlacdo negativa e o PRI destacou-se com correlagdo positiva
Concluiu-se que o extrato proporcionou ganhos no desenvolvimento e nodulagédo da
soja, ndo constatando efeito alelopatico e sendo observada alteracdo do
comportamento espectral da soja em fungdo do aumento da dose de extrato



aplicado ao solo. O extrato ndo impactou negativamente a microbiologia do solo ao
final do experimento.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios; Rotacdo de culturas; Nodulacéo.



ABSTRACT

Evaluation of ethanolic extract from Urochloa ruziziensis in soybean cultivation

Soy is the world's main agricultural product, with great socio-economic importance.
Its cultivation is often carried out in crop-livestock integration systems and no-till
farming, due to its adaptability. In the crop-livestock integration system, several
species of forage grasses are used, such as those of the genus Urochloa. U.
ruziziensis has been widely adopted in cropping systems due to its characteristics.
The objectives of this work were to evaluate soybean growth and soil biology with the
application of ethanolic extract of U. ruziziensis. Initially, the extraction of compounds
from U. ruziziensis was performed, thus obtaining the crude alcoholic extract, in
which the levels of flavonoids, total polyphenols and alkaloids were determined and
submitted to evaluation of flavonoid detection by liquid chromatography. Afterwards,
an experiment was conducted in the greenhouse of the soil biology laboratory of
Unoeste (Campus Il), to observe the influence of the extract on soybean
(BRS388RR) and soil microbiology. The experiment was characterized by 5
treatments with 5 repetitions each, T1 - 0g, T2 - 5g, T3 - 1g, T4 - 1.5g and T5 - 29
per vase 1, totaling 25 experimental plots, the plants were conducted for 60 days. At
the end, the plants were evaluated regarding the development of the plant (plant
height, dry mass of the aerial part and root, number of pods per plant and leaf area
index of soybeans), the nodulation of the roots and the nutritional state of the leaf
were evaluated, and a spectral evaluation and total chlorophyll index was performed.
From the spectral evaluation the following spectral indices were calculated for
soybean, NDVI, PRI, MCARI and AOKI. The evaluation of soil microbial activity, was
performed in two periods (15 and 60 days after sowing), the carbon and nitrogen of
the microbial biomass, soil respiration, dehydrogenase enzyme activity and
calculated the metabolic quotient was performed. Among the evaluations referring to
the extract it was possible to observe the presence of flavonoids in larger quantities;
the flavonoids Naringenin and Kaempferol were identified. The extract when applied
to soy showed to stimulate the development of the plant generating increases in the
height and dry mass of the aerial part, bigger weight of nodules, nodulation and
reduction of the fresh mass root of the plants. The highest dosage stood out on foliar
nitrogen. The U. ruziziensis extract provided increases in microbial biomass carbon
at the highest dosage, as well as increases in respiration, metabolic quotient and
dehydrogenase for higher dosage. The spectral signature in soybean showed that
there was higher reflectance in the region near R530 and also in the near infrared
region (NIR) in treatments with higher doses of extract applied to the soil. The NVDI
index showed decreasing responses to increasing dosages and the other indices
showed inverse responses, increasing linearly with increasing doses of extract. In the
correlation of the spectral indices with the soybean aerial biomass it was verified that
the NDVI presented negative correlation and the PRI stood out with positive
correlation It was concluded that the extract provided gains in the soybean
development and nodulation, not verifying allelopathic effect and being observed
alteration of the soybean spectral behavior in function of the extract dosage applied
to the soil. The extract did not negatively impact the soil microbiology at the end of
the experiment.

Keywords: Secondary metabolites; Crop rotation; Nodulation.
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1 INTRODUGAO

O Brasil possui 38,502 milhdes de hectares em cultivo de soja, sendo a
principal commoditiie do pais, a producado brasileira na safra 2020/2021 foi de
135,409 milhdes de toneladas, maior produtor mundial de grados (CONAB, 2021). A
busca por altas produtividades exige a adequagao de manejos, para que a interagao
entre o ambiente possibilite desenvolvimento pleno. O uso de sistemas de
integracdo propicia beneficios ao ambiente de cultivo, proporcionando maior
sustentabilidade ao sistema e conjuntamente representando maior rendimento das
culturas.

O género Urochloa se destaca com grande participacdo em sistemas de
producao agricola. O capim Urochloa tem papel fundamental no desenvolvimento da
pecuaria no Brasil, ja que 50% da area de pastagens plantadas s&o cultivadas com
espécies do género (FIGUEIREDO; SOARES, 2012), sendo mais evidente em
regides menos propicias ao cultivo de graos. Este género apresenta uma ampla
adaptabilidade, o que a torna versatil. Dentre as caracteristicas destacam-se a boa
tolerancia aos estresses bibticos e abidticos, trazendo diversos beneficios tanto para
o produtor bem como ao sistema de cultivo agricola (TORRES et al.,, 2015). A
adocao de manejos para as espécies de Urochloa voltadas a formagao de cobertura
do solo se torna estritamente necessarias buscando adequar as praticas agricolas
em conjunto ao seu cultivo. No caso das pastagens com Urochloa além da cobertura
do solo, a constituicdo quimica da planta pode influenciar na fauna e flora do
ambiente de cultivo (PAUL et al., 2020).

Os compostos bioquimicos produzidos pelas plantas no metabolismo
secundario, quando liberados no ambiente de cultivo podem exercer influéncia, tais
como estimulos a germinagdo, nodulacdo e crescimento, em contraproposta
também podem apresentar efeito toxico ou alelopatico (DEUBER, 2003). A alelopatia
pode ser vista como uma estratégia de sobrevivéncia no ambiente, este efeito pode
impactar negativamente outras espécies vegetais em sistemas de cultivo, deste
modo, sdo necessarios estudos para avaliar esse efeito residual em sistemas de
integracao agricola. No caso do género Urochloa esse efeito, pode variar de acordo
com cada espécie e o ambiente em que esta inserida, dificultando a determinagao
deste fenbmeno (SILVA et al., 2016). Além disso, os compostos bioquimicos

secundarios podem exercer efeito sobre os demais organismos, tais como a biologia
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do solo, fato este que pode alterar a dindmica do solo, afetando o desenvolvimento
das plantas.

A U. ruziziensis é frequentemente utilizada nos sistemas de integragao, por
terem grande formacdo de biomassa e facil dessecacgédo, produzem compostos
bioquimicos que necessitam ser determinados seus efeitos. Apesar de relatos de
beneficios do uso dessa espécie nos sistemas integrados com a soja ainda tem-se
caréncia de informacdes sobre caracterizacdo de compostos quimicos presente nos
residuos dessa cultura como também se as presencas dos mesmos podem impactar
de alguma forma o crescimento da soja. Esse estudo se justifica pela geragao de
resultados especificos de efeitos de compostos quimicos de U. ruziziensis sobre

atributos do solo e de crescimento das plantas.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar e avaliar o efeito de
compostos bioquimicos de Urochloa ruziziensis adicionados ao solo no

desenvolvimento da soja e na microbiologia do solo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura da soja

A soja (Glycine max L.) € uma leguminosa do grupo das fabaceas com
centro de origem no continente asiatico. Apresentam grande diversidade de
variedades, possuem sistema radicular fasciculado curto com capacidade de fixar
nitrogénio ao solo. Os graos sao ricos em lipideos (20%) e proteinas (40%), desta
forma é frequentemente destinada a produgéo de éleo vegetal e ragdo animal, seta
forma determinando seu valor comercial (RODRIGUES et al., 2010). A produgéao
mundial atual dessa cultura é de 342,947 milhdes de toneladas, os principais paises
produtores sao Brasil, Estados Unidos, Argentina e China (USDA, 2021).
Representa grande importancia sécio-economica para o Brasil. O Brasil representa
50% do comercio mundial, sendo o maior produtor e exportador do grao (USDA,
2021), a cultura promove grande entrada de receita financeira a economia brasileira
(FERREIRA et al., 2007).

A cultura da soja apresenta grande importancia para os sistemas de
producdo agricola, pois sendo leguminosa pode conferir varios beneficios ao solo
como a Fixagao Biolégica de Nitrogénio (FBN). Sendo frequentemente utilizada em
sistemas de integracdo e rotacéo pela adaptabilidade ao sistema de plantio direto. E
um dos componentes principais, agregando rentabilidade e beneficios ao ambiente
agricola (AL-KAISI et al., 2016).

A fixacdo de nitrogénio atmosférico € promovida na soja pela associagao
simbidtica com as bactérias fixadoras Rhyzobium, Bradyrhizobium, Azorizhobium,
Photorizhobium, Sinorizhobium (TAIZ; ZIEGER, 2004). Diversas estirpes s&o
comercializadas no Brasil a inoculagdo das bactérias fixadoras é uma pratica
imprescindivel para a soja. A fixagdo além de suprimir boa parte da necessidade de
nitrogénio exigida pela cultura promove acréscimos no aporte deste nutriente ao
solo, proporcionando economia financeira aos produtores (DOBEREINER, 1997).

O cultivo continuo da soja em sistema de monocultura gera redugbes em
suas produtividades se comparados ao sistema de integragdo, desta forma né&o
agregam sustentabilidade ao sistema (PEDERSEN; LAUER, 2004). He et al. (2011),
constataram redu¢des na produtividade de 10 a 30% em cultivo de soja consecutivo

por 3 anos.
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A diversidade de culturas e manutencdo de residuos vegetais sobre o solo
impulsionam o manejo dos nutrientes, o controle de pragas, plantas invasoras e a
biologia do solo, promovendo a vitalidade do solo (PERALTA et al., 2018). A soja
nos sistemas de integracdo apresentam ganhos consideraveis de produtividade e
trazem vantagens ao ambiente de cultivo. Em sistemas de rotagdo, o aumento da
produtividade de soja pode ser de 8 a 20% em relagdo aos sistemas continuos
(PEDERSEN; LAUER, 2003; MARBURGER et al., 2015).

Alguns compostos exsudados pelas raizes de soja contribuem com a
microbiologia do solo. As isoflavonas representam um grande grupo de flavonoides
que estdo presentes em boa parte das raizes de leguminosas, desempenhando
fungdes importantes na interacdo entre a soja e o ambiente, principalmente com
microrganismos (SUKUMARAN et al, 2018). As isoflavonas regulam as
comunidades microbianas da rizosfera das raizes (WHITE et al., 2017), influenciando
no desenvolvimento e produtividade da soja (RASCOVAN et al., 2017). Além disso,
as isoflavonas exercem papel importante para a resisténcia das plantas ao ataque
de patdgenos. As glicolinas sdo um tipo de isoflavoas que possuem fitoalexinas
antimicrobianas, contribuindo para inibir o ataque de patégenos e garantindo maior
tolerancia para as plantas de soja (WHITHAM et al., 2016).

A microbiologia do solo representa uma parte importante para a manutengao
e funcionamento dos ecossistemas do solo, os microrganismos sio indicadores
importantes quanto a saude do solo. A rotagcdo de culturas com uso da soja gera
grandes alteragbes na comunidade microbiana do solo (LIU et al., 2019). Conforme
Li et al. (2010), constataram que a comunidade bacteriana da rizosfera das raizes

mudaram drasticamente no cultivo de soja em rotagao de culturas.

3.2 Importancia do género Urochloa para agricultura

As espécies de Urochloa sp tem ocupacgao em todo territério nacional, ao
observar que grande parte da area cultivavel no pais é coberta por pastagens
compostas por plantas deste género (RAO et al., 1995). Apresentam caracteristicas
como alta flexibilidade, boa resisténcia a estresses e demanda hidrica baixa, a
diversidade de cultivares facilita o posicionamento a cada regido e a sua destinagao.
(RAGASSI et al., 2013).
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O género Urochloa quando incluido aos sistemas de integragéo, trazem
diversos beneficios para o ambiente e para a cultura em sequéncia ao seu cultivo.
Promovem acréscimos de matéria organica por meio do material vegetal deixado
sobre a superficie do solo (TANAKA et al., 2019). As plantas possuem o sistema
radicular longo podendo alcangar grande volume de solo, contribuindo para a
descompactagéo e a reciclagem de nutrientes, que seriam inutilizados por estarem
em regides profundas do solo (ROSOLEM et al., 2017). Foi demonstrado que o
sistema radicular da Urochloa pode influenciar na mobilidade e ciclagem dos
nutrientes, desta forma possibilitando a reducéo de perdas (NUNEZ et al., 2018).

A grande produgdo matéria vegetal, e a grande concentragdo de nutrientes,
permite que a palhada deixada sobre o solo promova acréscimos significativos nos
nutrientes do solo. Em geral a matéria seca das espécies de Urochloa podem gerar
acréscimos de 100 kg.ha™' de nitrogénio, 130 kg.ha™ de potassio, 15 kg.h" de
fosforo, 40 kg.ha™' de calcio e 25 kg.ha™' de magnésio (BAPTISTELLA et al., 2020). A
palhada proveniente das plantas de Urochloa promove protegao fisica ao solo
ocasionando supressdao de plantas invasoras, reducdo da temperatura, maior
retencao e infiltragdo hidrica, menor potencial de lixiviacdo e erosao (RAGASSI et
al., 2013; FAVARIN et al., 2018).

Durante o crescimento da planta as raizes liberam exsudados ao solo que
podem interagir com minerais e microrganismos, estes compostos apresentam
grande fonte de energia para os microrganismos da rizosfera desta forma,
possibilitando a colonizagdo de bactérias promotoras de crescimento (RIBEIRO et
al., 2019).

A Urochloa ruziziensis é oriunda da Africa se desenvolve desde solos mais
arenosos a argilosos, a planta possui forma ereta podendo chegar a alutra de 1,3
metros com coloragao verde amarelada, apresenta ciclo perene. As raizes podem
atingir um metro e meio de profundidade contribuindo para reciclagem de nutrientes,
possuem tolerancia a baixa demanda hidrica, com crescimento rapido podendo
atingir até 800kg/ha de matéria verde por semana (SCALEA, 2004). Neste contexto
pode ser considerada uma das espécies de maior importancia na pratica agricola,
apresentando boa formacdo de palhada e facilidade em sua dessecagdo, sua
aplicacdo nos sistemas de cultivo passa a ser facilitada, trazendo beneficios ao
sistema (MACHADO; ASSIS, 2010).
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3.3 Efeitos dos compostos quimicos de Urochloa no crescimento de plantas

No sistema de semeadura direta as sementes sdo inseridas nas palhadas
oriundas de outras culturas, neste contexto a Urochloa apresenta boas
caracteristicas adaptando-se bem para este sistema de cultivo agricola. Tem se
buscado demonstrar a interferéncia das plantas do género Urochloa em outras
culturas, a partir de compostos secundarios emitidos no ambiente proveniente da
decomposicéo dos residuos deixados sobre o solo (TAIZ; ZEIGER, 2010). Favaretto
et al. (2018) comprovaram que as plantas do género Urochloa produzem compostos
secundarios que podem exercer interferéncia nas demais plantas.

Nas espécies vegetais alguns compostos possuem a fungdo de defesa a
estresses bidticos como o caso dos isoprendides de ordem superior (ndo volatil),
que fazem parte do grupo dos terpenos e podem gerar uma resposta sistémica
como a producdo do acido abscisico, e agédo direta como antioxidantes do grupo
carotenoides (PULIDO et al, 2012). Os grupos de isoprenoides volateis
desempenham respostas importantes em plantas que passam por estresses
abidticos tal como estresse hidrico (RAHNAMAIETAJADOD et al., 2019).

No caso especifico do género Urochloa sao encontrados compostos
fendlicos, como a cumarinas e o acido cumarico sendo considerados como
compostos fendlicos simples. Também encontrados nas plantas os flavondides,
antocianinas e taninos sdo exemplos de compostos fendlicos complexos (TAIZ;
ZEIGER, 2009). Estes grande grupo desempenha papeis vitais quanto a resisténcia
das plantas aos estresses bidticos e abidticos. Também sendo importantes para a
polinizacao e disseminagao de sementes por contribuirem na coloracdo dos tecidos
de flores, frutos e sementes (CHEYNIER et al., 2013).

Os fendis podem afetar também as propriedades fisicoquimicas dos
flavonoides tais como de flavonas e isoflavonas, sendo compostos importantes para
a nodulacao da soja (ZHAO, 2015). Estes compostos podem apresentar interagéo
com as demais plantas quando liberados no ambiente, podendo exercer
interferéncia positivas e negativas em seu desenvolvimento. No caso da
interferéncia negativa tem sido descritas como efeitos alelopaticos. Segundo Soares
(2000), a alelopatia ocorre a partir de substancias aleloquimicas provenientes do

metabolismo secundario das plantas, que quando no ambiente podem ocasionar
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interferéncia na germinagdo bem como no desenvolvimento das demais plantas
presentes no local.

As substancias responsaveis pelo efeito alelopatico, sdo representadas por
diversos grupos de compostos secundarios, apresentando grande variabilidade.
Tem-se se desenvolvido diversos processos para buscar o isolamento e
identificacdo dos compostos para buscar maior conhecimento deste efeito
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Conforme observado por Rodrigues et al. (2012), o extrato aquoso de U.
brizantha e U. decumbens, apresentaram efeito alelopatico sobre as sementes de
algumas estilosantes (Stylosanthes guianensis, S. macrocephala e S. capitata.)
dependendo das espécies, demonstrando especificidade. Fagioli et al. (2000)
observaram efeito alelopatico a partir do extrato aquoso de duas espécies de
Urochloa sobre guandu. Constataram-se efeitos inibitérios sobre as raizes primarias
das plantulas, afetando o comprimento e a massa seca das raizes, havendo
diferenga na maioria dos tratamentos em relagdo a testemunha. Segundo estudo
feito por Veronka et al. (2012), observaram ocorréncia de efeito alelopatico negativo
crescente da Urochloa decumbens na germinagdo e vigor das sementes de U.
brizantha (Piata, Marandu e Xaraés), conforme aumento das concentragoes.

Souza et al. (2006), constataram que espécie de graminea Urochloa
decumbens possui atividade alelopatica inibitoria sobre crescimento de sete culturas
diferentes. Estes resultados foram constatados a partir da incorporagao no solo da
parte aérea seca e triturada de U. decumbens, realizando o cultivo das culturas e
observando seu desenvolvimento. Na Urochloa ja foram identificados e isolados os
compostos (6R, 9R) -3-Oxo-a-ionol, (6R, 9S) -3-oxo-a-ionol, 4-cetopinoresinol na U.
brizantha (KOBAYASHI; KATO-NOGUCHI, 2015) e o acido p-cumarico na U.
humidicola (SOUZA FILHO et al., 2005). Brum et al. (2004) também observaram a
presenca de saponinas em U. decumbens e brizantha ao longo de seus ciclo de
desenvolvimento Estes compostos se mostraram promissores quanto ao efeito

alelopatico.
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3.4 Compostos secundarios de Urochloa com agao de promogao de nodulagao
em plantas

No processo de nodulagdo das leguminosas, sdo envolvidos uma série de
processos de sinalizacdo quimica para estabelecer a relacdo entre os
microrganismos (Rizobio) e a rizosfera do sistema radicular, formando comunidades
ativas (SUGIYAMA et al., 2017). Maiores nodulagdes consequentemente ocasionam
acréscimos no desenvolvimento da planta promovido pelo maior aporte de nitrogénio
(PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000).

Na composi¢cédo do solo, diversos metabdlitos secundarios estdo presentes
através da liberagdo pelas raizes, estas substdncias como acidos organicos,
aminoacidos e agucares sao atrativas as bactérias fixadoras (BRADY; VIVANCA,
2009). A relagcédo entre as bactérias fixadoras de N e a planta ocorre a partir da
sinalizagado quimica, onde a bactéria reconhece compostos organicos de baixo peso
molecular, desencadeando a expressao do gene das bactérias responsaveis pela
nodulagéo (SINGLA; GARG, 2017).

Dentre os compostos secundarios encontrados na Urochloa, os flavondides
sdo compostos importantes para a nodulagdo. Os flavondides representam um
grande grupo de compostos sendo moléculas de baixo peso molecular, exercendo
diversas atividades nas plantas como protegdo a incidéncia UV, regulagdo e
transporte de auxina (AGATI et al., 2012).

Quando presentes no ambiente estimulam a interagcdo simbidtica entre o
sistema radicular e as bactérias fixadoras, devido a sinapse destas bactérias por
este metabdlito quando exsudado pelas raizes. As bactérias recebem o sinal
quimico oriundo dos flavonéides, desencadeando uma serie de fatores de nodulagao
(NOD), que ocasionam mudangas quimicas e fisicas no hospedeiro, e permitindo a
infeccdo das raizes e formagéo das colonias (nddulos) (LIU; MURRAY, 2016).

Ahmad et al. (2021) realizaram a inclusdo de genes na soja para mediar a
producao de isoflavonas e constataram que nas raizes com maior produgao destes
compostos, maiores nodulagdes foram encontradas, induzindo a interagdo das
plantas com as bactérias fixadoras. O grupo dos flavondides s&do responsaveis por
ativar a expressao de genes do rizobio necessario para ser feito o processo de
simbiose e nodulacido, deste modo a nodulacdo pode passar a ser mais eficiente.
(SINGLA; GARG, 2017).
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3.5 Uso do sensoriamento remoto para deteccao de mudancas fisiolégicas na

planta

O entendimento sobre a interagao entre a vegetacdo e o meio que a cerca
possui grande relevancia para a compreensao dos fendmenos naturais, sendo o
sensoriamento remoto, uma ferramenta precisa para o conhecimento da cobertura
vegetal (LUCHIARI, 2001). Nesse contexto, a espectrorradiometria permite detectar
a resposta espectral de alvos especificos, podendo ser realizada em laboratorios,
permitindo assim, reduzir a intromissao dos fatores ambientais presentes nas leituras
de outros sensores (SILVA et al., 2012).

A explicacao mais classica e difundida de sensoriamento remoto foi proposta
por Houghton (1989), comparando-o como a ciéncia e a arte de se obter
informagdes sobre um objeto, area ou fendbmeno, por meio do estudo de dados
resultantes de um sistema com auséncia de contato fisico. Essa inovagao aborda a
reacao de objetos submetidos a radiagcéo, sendo o solo e a vegetacado os elementos
mais examinados na area de ciéncias agrarias.

A determinagdo do conteudo de pigmentos como clorofila, carotenoides e
antocianinas presentes nas plantas (GITELSON; MERZLYAK, 2004) a partir de
métodos nao invasivos como o sensoriamento remoto, permitem detectar alteragdes
no estado fisioldgico e estresse da planta (GITELSON; MERZLYAK, 1997). As
alteragdes na resposta espectral em regides caracteristicas da interagdo da radiagéo
eletromagnética com pigmentos na planta podem ser indicativas de mudancas do
meio ambiente, fase de senescéncia da planta, ocorréncia de estresse inclusive
quando causadas por doengas ou pragas (GITELSON; MERZLYAK, 1996). Caso a
absorcao da luz seja afetada pode ocorrer mudanga no padrao da resposta espectral
isso ocorre devido a alteragdo no funcionamento da planta e essas mudancgas
podem ser registradas por sensores remotos (EI-KATHIB et al., 1993).

Dessa forma, varios estudos tém associado a informagdo obtida das
propriedades espectrais da vegetacdo e técnicas de sensoriamento remoto para
aplicagdes na sojicultura como na discriminacdo de variedades (GALVAO et al.,
2009), produtividade (PRASAD; TAL., 2004; MILLER et al., 2018), deteccdo de
problemas fitossanitarios na soja causadas por diferentes tipos de agentes
patogenos como fungos (CUI et al., 2009; HIKISHIMA et al., 2010; Pires et al.,
2016), virus (GAZALA et al., 2013), deficiéncia de nutriente (DOBBELS ; LORENZ,
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2019) e parasitas (NUTTER JR. et al.,, 2002; ALVES; MACRAE; KOCH, 2015;
BRIDA et al., 2016; MORSTONS et al., 2019). Para estes fins tem sido utilizados
indices espectrais especificos que podem detectar estresses precoces nas plantas
(GITELSON et al., 2004).

Dados hiperespectrais obtidos por espectrorradidmetros com medidas em
campo ou em laboratorio também tem sido utilizado no diagndstico de problemas
fitossanitarios em culturas agricolas, cujas metodologias baseiam-se nas
propriedades espectrais da planta para discriminar plantas em condigcdes de
estresse. A identificacdo da planta doente €& importante no monitoramento das
condigdes de fitossanidade da cultura e definicdo do manejo adequado para controle
ou disseminagéo da doenca (NUTTER JR. et al., 2002; CUI et al., 2009; HIKISHIMA
et al., 2010; GAZALA et al., 2013; ALVES; MACRAE; KOCH, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante os anos de 2020 e 2021 na casa de
vegetacdo e laboratério de biologia do solo, da Universidade do Oeste Paulista -
UNOESTE, em Presidente Prudente/SP.

4.1 Extracao de compostos do metabolismo secundario de U. ruziziensis.

A espécie de Urochloa utilizada foi a Urochloa ruziziensis. A metodologia
utilizada para produzir o extrato da Urochloa seguiu-se os seguintes procedimentos
iniciados a partir da coleta das partes aéreas (folhas) da Urochloa ruziziensis. As
coletas foram realizadas em junho de 2020, em area de cultivo localizada no campus
Il da Unoeste. As folhas foram armazenadas em sacos de papel kraft para serem
secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 60°C por 48h. Apds estarem
totalmente secas as folhas passaram por trituragdo (moidas), utilizando um moinho
de facas do Tipo Willye, até a granulometria de 0,45 mm, tendo assim a formacgao de
um po fino que posteriormente foi armazenado em recipientes de vidro
hermeticamente fechados e mantidos em temperatura de 24°C sem a presencga de
luz.

Para inicio do processo de extracado adicionou-se etanol 99° ao po resultante
da moagem das plantas, cobrindo-se 4cm acima do volume do pd. Semanalmente
foi realizada filtragem, utilizando filtro qualitativo, para evitar a passagem de
particulas. Sempre apos cada filtragem era feita a reposigédo do etanol 99° ao frasco
cobrindo-se 4 cm do volume preenchido pelo pé. Esse procedimento foi realizado
até exaustdo, sendo indicado pela auséncia de coloragdo apds a filtragem,
demonstrando que a maioria dos compostos foi extraida (PEIXOTO et al., 2015).

Apés a exaustdo do processo extrativo, todo o solvente obtido (etanol)
contendo o extrato foliar foi evaporado sob pressao reduzida no rotaevaporador (600
mm Hg) e temperatura do banho de 45°C. Apds esse procedimento garantiu-se que
nao haveria mais a presenga do etanol na solugdo, mantendo-se assim somente a
presenca dos compostos extraidos deste modo foi obtido o extrato etandlico da
Urochloa ruziziensis, o rendimento do extrato etandlico para 2kg de material seco de

U. ruziziensis foi de 80 gramas.
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4.2 Caracterizacao e determinagao dos teores de compostos quimicos

Para quantificar os compostos quimicos, o extrato foi submetido a analises
que quantificam os valores de: compostos fendlicos, flavondides e alcalbdides

presentes no extrato bruto de U ruziziensis.

4.2.1 Analise de polifendis totais

Para determinacdo de polifendis totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu (STAGOS et al., 2012). Foi utilizado no preparo das amostras 25 uL de
extrato (1%) + 1275 pL de agua destilada + 125 pL de folin. Apdés 3 minutos,
adicionou-se 350 yL NaCO3 + 750 pL de agua, sendo feito uma amostra branca
para exclusdo da interferéncia dos reagentes nesta amostra adicionou-se todos os
reagente menos o extrato. Apds as amostras descansarem por 1 hora e entdo se
procedeu a leitura utilizando a absorbancia de 765 nm. Para o calculo dos valores de
polifendis presentes foi feita uma curva padrao utilizando uma solugcdo de acido
galico (1000 pg/mL) e diluida para 25, 50, 75, 100, 250 e 500 pg/mL. A analise foi
realizada em triplicata, obtendo-se o resultado a partir da media. Os resultados
foram expressos em concentragdo de polifendis totais no extrato (ug/mL).

4 .2.2 Analise de flavonodides totais

Para determinacao de flavonodides totais foi utilizado o método de Yao et al.
(2013). No preparo das amostras utilizou-se 0,100 mL de extrato (1%) + 0,400 mL de
etanol 70% + 0,050 mL NaNO; (5%), sendo feito um branco contendo tudo menos o
extrato. Apos 6 minutos acrescentou-se 0,050 mL de AICI; (10%) + 0,300 mL de
NaOH (1 M) + 0,100 mL agua apds estes procedimentos as amostras ficaram
reservadas 15 minutos em ambiente sem a presenca de luz e posteriormente sendo
feita leitura em espectrofotdbmetro com absorbancia de 510 nm. Foi realizada uma
solugao de rutina 1000 pug/mL e diluida para 25, 50, 75, 100, 250 e 500 pg/mL para
obtencdo da curva padrdo, os resultados foram expressos em ug/mL. A analise foi
realizada em ftriplicata, obtendo-se o resultado a partir da média. Os resultados

foram expressos em concentragao de flavondides totais no extrato (ug/mL).
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4.2.3 Analise de alcaldides totais

Seguiu-se 0 método de Shamsa et al. (2008) com modificagbes para
determinacdo de alcalodides. Utilizou-se solugdo o de verde de bromocresol (1x107)
sendo feita aquecendo 69,8 mg de verde de bromocresol com 3 mL de 2N NaOH e 5
mL agua destilada até a obter a diluigdo completa, posteriormente a soluc¢do foi
diluida em 1000 mL de agua destilada. A solugao de tampéao de fosfato (pH 4,7) foi
preparada ajustando o pH de fosfato de sodio 2 M (71,6 g de Na2HPO4 em 1 L de
agua destilada) a 4,7 com 0,2 M acido citrico (42,02 g de acido citrico em 1 L de
agua destilada).

Para a determinacdo do teor de alcaldides no extrato, foram pesados
0,02mg de cada amostra e diluidos em 10 mL de alcool etilico 99°. Com auxilio de
funis de separacao, foram acrescentados 3 mL de cada solugao, na sequéncia 5 mL
de solugdo BCG e 5 mL de tampao fosfato (pH 4,7). Essas misturas foram agitadas
e as solugdes extraidas com 1, 2, 3 e 4 mL de cloroférmio, as solugbes foram
coletadas em tubos de ensaio e medidas em espectrofotbmetro a 470 nm e as
analises realizadas em triplicata.

Para curva padrao foi utilizado uma solugdo de atropina (1mg diluida em 10
mL de agua deslitada). A solugdo padrao de atropina foi transferida para funis de
separagao em diferentes quantidades (0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2 mL), em seguida, foi
adicionado 5 mL de fosfato tampéao (pH 4,7) e 5 ml de solugdo BCG, a mistura foi
agitada e em cada baldo foi adicionado 1, 2, 3 e 4 mL de cloroformio, para cada
acréscimo foi coletado a solucdo de cada funil separadamente. A absorbancia do
complexo em cloroférmio foi medida a 470 nm excluindo-se o branco preparado
conforme os demais, porém sem atropina.

A partir da equacdo obtida na curva padrdo foram entdo expressos os
resultados em concentrac&o de alcaloides totais no extrato (ug/mL).

4.2.4 Detecgao de flavonoides por cromatografia liquida

Para a deteccéo dos flavondides, 0,1 g do extrato de U. ruziziensis foram
adicionados a 2 mL de metanol 100%, seguido de sonificagdo por 30 minutos. A
amostra foi filtrada em filtro de nailon de 13 mm de didmetro e tamanho de poro de

0,22 ym. A concentracao de flavondides foram analisadas por HPLC (LC — 20AT,
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Shimadzu, Kyoto, Japao). A detecgdo da fase moével consistiu em 0,1% (v/v) de
acido acético em agua destilada filtrada (solvente A) e 0,1% (v/v) de acido férmico
em metanol (solvente B), e o comprimento de onda de detecgéo foi de 270 nm. A
analise dos flavondides foi realizada com eluicado em gradiente linear do solvente B,
de 60 a 70% em 20 minutos. O volume de injec&o utilizado foi de 20 L.

O conteudo dos flavonoides foi determinado usando uma calibragéo curva
estabelecida usando sete diluicbes de cada padrao, em concentracdes variando de
10 pg — 300 pg = mL. Cada concentragao foi medida em triplicado. As areas de pico
de resposta foram plotadas contra a concentragdo de flavondides injetados. A
identificacdo do pico foi alcangada pela comparacédo de tanto o tempo de retencao
quanto o espectro de absorbadncia de UV com aqueles obtidos com padroes
individuais. As substancias de referéncia utilizadas foram Daidzeina, Naringenina,

Rutina, Kaempferol e Cumarina.
4.3 Experimento com plantas

Foi utilizado o cultivar de soja BRS388RR que apresenta alto potencial
produtivo e estabilidade, com exigéncia para solos com alta fertilidade. Possui ciclo
precoce e crescimento indeterminado, com abrangéncia do periodo de semeadura
preferéncia sendo final de setembro ao inicio de novembro. Grupo de maturidade
relativa 6.4 e ciclo de 110 a 114 dias para a regidao do Oeste Paulista. Apresentando
susceptibilidade aos nematoides das galhas (Meloydogine incognita e M. javanica) e
nematoide de cisto (Heterodera glicynes).

O experimento foi conduzido na casa de vegetagdo do laboratério de
biologia do solo (campus Il): utilizando vasos de 16 litros com 13 kg de solo, sendo
mantidos em condi¢cdes controladas, com reposicao hidrica diaria para manutencao
da capacidade de campo. O solo utilizado foi originario de area de cultivo de soja no
campus |l da UNOESTE em P. Prudente, SP. Foi realizada previamente analise de
fertiidade de solo de acordo com (RAIJ; QUAGGIO, 1983), apresentando os
seguintes resultados: matéria organica, 17,5 g. dm >; pH (CaCl, 0,01 mol L ") 5,9; P
(resina), 67,1 mg dm *; K, Ca e Mg trocaveis de 3,1, 37,5 e 17,8 mmol, dm 3,

respectivamente, acidez total em pH 7,0 (H + Al) de 33,1 mmol, dm

; soma de
bases (SB) de 58,4 mmol, dm ; capacidade de troca de cations total (CTC) de 91,5

mmol. dm 3, saturacéo por bases de 63,8.
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Considerando a quantidade maxima de producdo de palhada da U.
ruziziensis de 10Mg/ha” (ALCANTRA et al., 1992), o rendimento encontrado na
obtencao do extrato etandlico de 40kg por tonelada de palhada seca e a superficie
do solo no vaso de 0,05 m? definiu-se 5 tratamentos no experimento. Os mesmos
representam as respectivas doses de extratos que poderiam ser extraidas da
quantidade de palha seca de capim referentes a 2,5 Mg.ha™", 5,0 Mg.ha™', 7,5 Mg.ha"
'e 10,0 Mg.ha'1. Fundamentado nessa proposta foram estabelecidos os tratamentos
com aplicagdo do extrato nos vasos na seguinte dosagem : T1- Controle (Og de
extrato, apenas foi adicionado o solvente), T2-0,5g, T3-1,09, T4-1,5ge T5-2,0g
de extrato. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
cinco repeticdes totalizando 25 parcelas.

Para preparo do extrato a ser adicionado em cada tratamento o material foi
diluido em uma solugdo padrao de DMSO (VASCONCELOS et al., 2014) com
concentragdo de 0,282 mol.L”" e volume final de 100mL. Foram realizadas 4
solugdes padrdes utilizando as seguintes quantidades de extrato de 5g, 10g, 15ge
20 g. Para aplicagao foram aplicados na superficie dos vasos 10 mL de cada
solucdo padréo com as concentragdes de: 0,05 g.mL™, 0,1 g.mL™, 0,15 g.mL™, 0,2
g.mL™" respectivamente.

No tratamento controle foi aplicado somente o solvente na quantidade
equivalente a diluicdo, para exclusdo de seu possivel efeito. O experimento foi
instalado em casa de vegetagcao em dezembro de 2020 aplicando-se inicialmente o
extrato de U. ruziziensis na superficie solo e em seguida a semeadura com cinco
sementes de soja por vaso. As sementes foram tratadas com inoculante comercial
contendo Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) na dose de 2,0 g
kg'1 de sementes. ApoOs sete dias foi realizado a avaliagdo de emergéncia e
realizado o desbaste deixando-se uma planta por vaso. As plantas foram cultivadas
durante 60 dias, com manuten¢ao da capacidade de campo no solo.

4.4 Avaliagoes efetuadas

Foram coletadas amostras de solo na profundidade de 10 cm com auxilio de
sonda, para a realizagao das analises de atividades microbianas no solo. As coletas
foram aos 15 e 60 dias (final do experimento), no qual o solo foi deixado secar a

temperatura ambiente por 24 horas, apds este processo as amostras foram
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passadas em peneira de 2,0 mm de malha, as amostras foram mantidas sob

refrigeracao até o término das analises.

4.4 1 Analise da biomassa microbiana do solo — BMS

A analise de biomassa microbiana do solo - BMS foi realizada em duplicata,
utilizando a metodologia descrita por Ferreira, Camargo e Vidor (1999). As amostras
de solo foram pesadas em erlenmeyer de 250 mL, 2 amostras de 50 g de cada
parcela, foram umedecidas com 3 mL de a&agua destilada para atingir
aproximadamente 25% da capacidade de campo de um solo arenoso (REICHARDT,
1988), agitadas para uniformizar a distribuicdo da umidade e colocada 1 amostra de

cada tratamento para irradiar no microondas por 70 segundos, tempo obtido pela

féormula:

T=rm/P

Onde:

T=tempo real de exposi¢cdo das amostras ao microondas.

R = 800J g' de solo, quantidade de energia necessaria para
€eXposicao;

m:;= Massa total das amostras a serem irradiadas em gramas;
P = Poténcia real do aparelho em W.
A poténcia real do aparelho foi calculada pela seguinte formula:
P=Cp.K.At. m
T
Onde:
P = Poténcia real do aparelho em W;
Cp =1Jml"°K", capacidade da agua de receber calor;

K = 4,184, fator de correcédo de cal m™” ° K™ para watts (J s™);
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At = Variagao de temperatura em °C de 1 L de agua em 2 minutos de

€eXposicao;
m = 1000g, massa da agua em gramas;
t = 120s, tempo de exposi¢cao da agua ao microondas

As amostras irradiadas e n&o — irradiadas foram submetidas a extragcdo com
50mL de Sulfato de Potassio - K;SO, (0,5 mol L") por 30 minutos, em agitador
rotatorio circular. Deixados decantar e filtrados em papel filtro. Deste filtrado, 10 mL
foram utilizados para a analise do carbono e 10 mL foram guardados em tubo rosca
mantidos sob refrigeragdo para a analise do nitrogénio da biomassa microbiana.

A determinacdo do Carbono nos extratos irradiados e nao irradiados foram
feitas utilizando-se 10 mL do extrato, oriundo dos 50 mL apds filtracdo, e
adicionando-se em seguida 2 mL de K,Cr,O; (0,066 mol L), 10mL de H,SO,
concentrado e 5mL de H3PO4 concentrado. Apds o resfriamento foi adicionado 50mL
de agua destilada.

A titulagdo foi feita utilizando Sulfato Ferroso Amoniacal (0,04 mol L™") com
fenil-alanina como indicador.

O C extraido do solo foi calculado pela férmula:

C (mg kg™)= (Vb - Va). N .1000 .Vextrator

(volume do extrato x massa do solo seco)
Onde:
C = carbono extraido do solo;
Vb = Volume (mL) do (NH4).Fe(SO4), gasto na titulagdo do branco;
Va = Volume (mL) do (NH4)Fe(SO,), gasto na titulagdo da amostra;
N = normalidade exata do (NH4)2Fe(SO4)2, N = 0,677;
Vextrator = Volume de K,SOg4utilizado na extragdo = 50mL;
Vextrato= Volume de K,SOq utilizado para analise = 10mL,;

Massa do solo seco em gramas = 50g
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O Cmic é calculado pela formula:
Cmic (mg Kg") = G = Cy
Kec
Onde:
C, = carbono extraido do solo irradiado
Cni = carbono extraido do solo néo irradiado

Kec = proporgao total do carbono microbiano extraido apds irradiacéao =
0,21 (FRIGHETTO, 2000). O fator de correcdo Kec citados na literatura sdo muito
variaveis (0,21 a 0,45), ndo havendo um consenso a respeito do valor a ser utilizado.
Neste trabalho adotou-se o valor de 0,21 (FRIGHETTO, 2000).

Para a determinagdo do nitrogénio da biomassa microbiana, utlizou-se os
mesmos extratos obtidos na extracdo para o carbono. Os mesmos foram
processados com uso do protocolo com ninhidrina (JOERGENSEN; BROOKES,
1990). Obteve-se 0,6 mL do extrato, que foi adicionando a 1,4 mL de acido citrico
(0,1 mol L") e 1 mL do reagente ninhidrina, as amostras foram levadas ao banho-
maria a 100°C por 20 minutos. A solucdo € deixada para ficar em temperatura
ambiente e adicionado 4 mL de etanol, procedendo a realizagdo da leitura no
espectrofotdbmetro a 570 nm de comprimento de onda.

Os resultados de biomassa de carbono e nitrogénio microbiano no solo

foram expressos em mg por Kg de solo.
4.4.2 Analise de respiragao do solo

A respiragdo do solo foi avaliada segundo Alef e Nanipieri (1995). Foram
utilizadas amostras de 50g de solo. Estas foram homogeneizadas e mantidas dentro
de frascos herméticos. Sobre a superficie do solo, em cada frasco colocou um
becker de 50 ml contendo 40 mL de solugdo de NaOH 0,5 mol L. Os frascos
ficaram incubados pelo periodo de 24 horas. Para avaliar a retengdo de CO, na
solugao, utilizou o método condutimétrico (RODELLA; SABOYA, 1999) com leitura

de condutividade na solucdo de NaOH apds 24 horas, empregando-se um



30

condutivimetro HI99301 (Hanna instruments). A quantidade de CO, produzida pela
respiragao foi calculada utilizando-se formula definida por Rodella e Saboya (1999) e

os resultados foram expressos em mg de C-CO? g™ h™.
4.4.3 Atividade da enzima desidrogenase

A atividade da enzima desidrogenase foi estimada segundo Van Os e Ginkel
(2001), foram pesadas 5g de solo de cada amostra, e estas foram colocadas em
tubos de ensaio. Posteriormente, adicionou 2 mL da solu¢do T.T.C a 1%, juntamente
com 1mL de glicose a 0,1%. Na amostra “branco” foram adicionadas 1 mL de glicose
a 0,17% e 2 mL de solugdo tampéo tris a 0,1M (pH= 7,6). As amostras foram
misturadas em agitador tipo VORTEX e incubadas em tubo de ensaio a 30 °C, por
18h. Apds a incubagao, adicionou-se 9 mL de metanol em todas as amostras, e logo
em seguida, foram filtradas para a realizagdo da leitura no espectofotdbmetro em

530nm. Os resultados foram expressos em ug de TTF por g de solo.
4.4.4 Quociente metabdlico

O quociente metabdlico foi calculado a partir da razdo entre o C-CO;
liberado pela respiracdo do solo pelo carbono da biomassa microbiana
(ANDERSON; DOMSCH, 1993). Os resultados foram expressos em: mg de
CO2/Kg/h.

4.4.5 Avaliagbes na soja

Para as condi¢cdes do experimento, aos 60 dias apos a semeadura soja foi
retirada no estadio fenologico R5.3 de desenvolvimento, sendo realizadas as
seguintes avaliagdes:

- altura de plantas (cm): Para determinagcdo da altura das plantas foi

realizada a medicdo do comprimento do primeiro né ate a ultima insergao foliar,
utilizando-se uma régua métrica.

- Massa seca da parte aérea (g.planta™): A massa seca das plantas foram

obtidas a partir da coleta da parte aérea da soja considerando o primeiro entrené ate

a ultima insercao foliar, colocando-as em sacos de papel kraft e posteriormente
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sendo levadas em estufa de circulacido de ar forcada a 60°C por 48 horas, em
seqguida realizando-se a pesagem em balanga analitica.

- Massa seca radicular (g.planta’): A massa das raizes foi efetivada

retirando as raizes ao final do experimento e realizando a secagem em estufa de
circulagado forgada de ar a 60 °C por 48 horas e em seguida sendo realizada a
pesagem em balanca analitica.

- indice de area foliar (cm?); A determinac&o do indice foi realizada ao final

do experimento com auxilio do medidor de area foliar LI-3000A no qual foram
retiradas todas as folhas das plantas para assim obter o valor total de area foliar.
- Numero de vagens por planta e nodulagdo: Ao final do experimento foi

realizada a contagem do numero de vagens por planta e quantificado o numero de
nodulos presentes por raiz.

- Teor relativo de clorofila total (SPAD): O teor de clorofila foi determinado

aos 30 dias apos a semeadura, a leitura foi realizada com aparelho clorofilog
CFL1030, sendo realizada no terco médio das plantas.

- Nutricgo foliar (g.kg™): Ao final do experimento as folhas foram coletadas e

enviadas ao laboratorio de tecidos vegetais da Unoeste, para analise dos teores de
macronutrientes (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

4.4.6 Avaliagao espectral na soja

Os espectros das plantas de soja foram coletados seguindo protocolo
padrao de medicdo utilizando um espectrorradibmetro. O modelo de
espectrorradiometro utilizado foi o Cl 710 Miniature Leaf Spectrometer que coleta
espectros no intervalo espectral de 400 nm a 950 nm, com resolugao optica entre
0,3 a 10 nm FWHM (Full width at half maximum) (Bioscience, 2020). Ligada por
cabos que por sua vez, conecta-se a um microcomputador portatil do tipo “laptop”,
onde as medidas sao armazenadas.

Para a calibracdo do espectrorradidmetro foi utilizada uma placa cinza
Spectralon®. Em ambiente de laboratério foi realizada a medi¢gdo da placa cinza
Spectralon e a placa de laboratério Spectralon. A partir da razdo dessas medidas foi
obtido um fator de calibragao aplicado nas medicdes radiométricas das amostras de
soja. Em cada amostra de planta de soja foram adquiridas trés medigdes espectrais

com o espectrorradidmetro, as medidas foram tomadas entre 8:00 e 9:00 horas, em
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condigbes de céu aberto e a partir dessas medidas foram obtido a estimativa do
Fator de Reflectancia biconico (FRCC).

Aos 40 dias apdés a semeadura foi realizada a avaliacdo espectral de
refletancias das folhas. Os espectros obtidos foram processados em computador,
utilizando-se o programa Excel e calculou os valores do fator de reflecténcia de 400
a 900 nm. Esses valores foram utilizados para o calculo dos indices espectrais
descritos na Tabela 1 relacionados com alteragdes fisioldégicas na planta (BAJWA;
RUPE; MASON, 2017).

Tabela 1. Descricdo dos indices utilizados na avaliagdo espectral na planta.

indice Descrigdo Formulagao
PRI Indice de reflectancia fotoquimico (R570-R531)/R570+R531
MCARI Indice de absorgao da clorofila [(R700-R670)-0.2(R700-
R550)]x(R700/R670)
NDVI Indice diferencial vegetativo R810-R690/R810 + R690
normalizado
AOKI  Indice de clorcfila total R550/R800

4.5. Analises estatisticas

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a correlacdo de
Pearson, anadlise de regressao e variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, por meio de programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2008).


https://sciprofiles.com/profile/author/S1RQdGV3QTV5bTMrN01XL29jUXFCZz09
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5 RESULTADOS

O extrato de Urochloa ruziziensis apresentou maior concentracdo de
flavondides em relagdo as quantidades de polifendis totais e alcaldides, (Tabela 2).
Pela analise de cromatografia liquida os padrdes detectados correspondem aos
flavondideis Naringenina e Kaempferol, presentes no extrato, sendo encontrados
outros picos de flavonoides desconhecidos, ou seja, ndo correspondiam aos padrdes

utilizados.

Tabela 2. Quantificagcdo dos teores de flavondides, polifendis e alcaldides totais

presentes no extrato de U.ruziziensis.

Amostra Polifendis Flavonodides Alcaldides
(Hg-mL™) (Hg-mL™) (Hg.mL™)
U. ruziziensis 33,0 8125 23.3

A emergéncia das plantulas de soja cultivadas em solo que recebeu as
doses do extrato de U. ruziziensis nao apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 3). Pode ser enfatizado a emergéncia de 100% na maior dose

de extrato aplicado no solo.

Tabela 3. Emergéncia das sementes de soja cultivadas em solo com doses

crescentes do extrato de U.ruziziensis.

Tratamentos Emergéncia (%)
0,09 96
0,59 76
1,09 84
1,54 92
2,09 100

A adicdo de doses crescentes dos extratos de Urochloa ruziziensis
proporcionaram aumentos com ajuste linear para altura das plantas (Figura 1A) e
area foliar da soja (Figura 1B), apresentando valores maximos na dosagem de 2g.

vaso™ de extrato, ou seja no tratamento com maior dose do extrato.
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Figura 1. Altura de plantas (cm) (A) e area foliar (cm?) (B) de soja cultivada em solo

com dosagens crescentes de extrato de U. ruziziensis.

Os valores de teor relativo de clorofila (Figura 2A) decresceram linearmente

conforme se aumentaram as doses do extrato de Urochloa. Por outro lado, o nimero

de vagens por planta ajustou-se de forma quadratica ao aumento das doses de

extrato de U. ruziziensis com ponto maximo da curva situando-se préoximo a 1,5 g.

vaso™ (Figura 2B).



35

50 - A
48 -
46 -
44 -
42 -
40 &

%9 J‘\
36 - ¢ *
34 -

y =-1,878x + 38,882

32 - R2=0,8286*
30

Clorofila (SPAD)

0 0,5 1 1,5 2
Dosagens de extrato (g.vaso™)

®
]
c
S
3
»
c
Q
o)
©
>
[}]
S 30 1 y =-7,7714x2 + 22,903x + 38,554
g 25 - R? = 0,9872*
£
g 20 N
15 -
10 T T T 1
0 0,5 1 15 2

Dosagens de extrato (g.vaso-)

Figura 2. Avaliagao de teor relativo de Clorofila (SPAD) (A) e numero de vagens por
planta” (B) em soja cultivada em solos com doses crescentes de extrato de U.

ruziziensis.

De acordo com o modelo de regressao aplicado verifica-se que o extrato de
U. ruziziensis proporcionou ganhos no crescimento da parte aérea da soja com
ajuste linear crescente na massa seca das plantas (Figura 3A). Em contrapartida a
massa seca radicular apresentou resposta linear decrescente conforme aumento

das doses de extrato (Figura 3B).
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(g.planta™) (B) das plantas de soja cultivadas em solo com dosagens crescentes de
extrato de U. ruziziensis.

Na avaliagdo de nodulagcdo das raizes de soja cultivadas em solo que
recebeu o extrato bruto de U. ruziziensis, observou-se aumento na nodulagdo das
raizes com resposta linear crescente, significativa, ao aumento das doses aplicadas
(Figura 4A). Sendo constatada a mesma resposta para a variavel de massa seca de
nodulos (Figura 4B).
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Figura 4. Nodulacdo das raizes de soja (A) e massa seca de nddulos (g.planta™)

(B), em fungdo da aplicagdo de extrato de U. ruziziensis no solo em dosagens

crescentes.

No tocante a composigédo nutrigdo foliar das plantas submetidas ao extrato

de U. ruzizensis, constatou-se maior teor de nitrogénio para a dosagem mais

elevada de extrato, enquanto para o fésforo o tratamento controle apresentou maior

valor (Tabela 4). O teor de potassio ndo apresentou diferengas significativas para as

dosagens de extrato.



38

Tabela 4: Estado nutricional da soja em fungdo do cultivo em solo que recebeu

doses crescentes de extrato de U. ruziziensis.

Tratamentos Nitrogénio (g.kg')  Fosforo (g.kg")  Potassio (g.kg™")
Controle 36,8 b 3,71 a 10,2 a
0,5¢g 42,3 ab 3,14 b 12,1 a
1049 42,5 ab 3,10 b 12,7 a
1,59 41,6 ab 3,08 b 9,78 a
20g 46,8 a 3,48 ab 10,2 a

Médias seguidas da mesma letra na coluna, dentro de cada fator, ndo diferem entre
si pelo teste Tukey a 5% probabilidade.

A biomassa microbiana do solo verificou-se que, de forma geral a avaliagado
realizada aos 60 dias obteve valores maiores de carbono da biomassa microbiana
do que a realizada aos 15 dias, mostrando ganhos nesse atributo com o cultivo da
soja (Figura 5A). A adicdo do extrato de U. ruziziensis aos 15 dias apds a
semeadura (DAS), alterou os valores do carbono da biomassa microbiana (A) com
ajuste quadratica, com decréscimo dos valores para os tratamentos iniciais e
aumentando para as maiores dosagens, com ponto de maximo da curva préximo a
dose de 1,5 g. vaso™.

Para o nitrogénio da biomassa microbiana ndo se encontrou ajuste
significativo apesar da predominéncia de maiores valores na avaliagao realizada aos
60 dias (Figura 5B).
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Figura 5. Carbono (mg.kg'de solo) (A) e nitrogénio (mg.kg'de solo) (B) da

biomassa microbiana, em funcédo da aplicacdo de extrato de U. ruziziensis no solo

em dosagens crescentes. Avaliagdo aos 15 e 60 dias apos a semeadura (DAS).

A respiragao basal do solo também foi maior na avaliagédo realizada aos 60

dias em comparagao aos 15 dias (Figura 6A). O aumento da dose de extrato de U.

ruziziensis, aplicado ao solo, aumentou de forma linear a respiragdo do solo na

avaliacdo aos 60 dias e com ajuste quadratico na avaliagado efetuada aos 15 dias.

Contudo, o aumento da respiragcao do solo, aos 60 dias nao refletiu no aumento do
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quociente metabdlico do solo (qCO,), o que pode demonstrar que a respiragao
estava proporcional ao aumento do C na biomassa microbiana do solo (Figura 6B).
Porém, verificou-se que aos 15 dias ocorreu aumento do qCO, com ajuste
quadratico ao aumento das doses de extrato que pode representar que a presenca
do extrato no solo pode ter causado um disturbio metabdlico na fase inicial do
estudo, que pode estar relacionado a degradagdo dos compostos organicos
adicionados ao solo.

A avaliagdo da atividade da enzima desidrogenase aos 15 e 60 DAS
demonstraram aumento linear crescente, que se ajustou com o aumento das doses
do extrato de U. ruziziensis (Figura 7). Os valores encontrados na atividade

enzimatica na avaliagao final foram superiores ao periodo inicial (15 dias).
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Figura 6. Respiragdo do solo (mg de COy/h) e quociente metabodlico (mg de

CO,/Kg/h) em fungéo da aplicagéo de extrato de U. ruziziensis no solo em dosagens

crescentes. Avaliagcao aos 15 e 60 Dias apds a semeadura (DAS).
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Figura 7. Atividade da enzima desidrogenase (ug de TTF/g de Solo) em solo apds a
aplicacdo de extrato de U. ruziziensis. Avaliagdo aos 15 e 60 Ddas apds a
semeadura (DAS).

A assinatura espectral na soja mostrou que houve maior refletancia na
regidao proxima a R530 e também na regido do infravermelho proximo (NIR),
relacionadas aos pigmentos e estrutura foliar, respectivamente, nos tratamentos com

maiores doses de extrato aplicado no solo (Figura 8).
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crescentes de extrato de U. ruziziensis. Controle= 0,0 g; T2= 0,5 g; T3= 1,0 g; T4=
1,5 g; T5=2,0 g.vaso™.

Observou-se que houve ajuste linear decrescente para o NDVI na avaliagéo
espectral realizada na soja, quando se aumentou a dosagem de extrato no solo
(Figura 9D). Entretanto, os demais indices relacionados ao estresse apresentaram
ajustes lineares crescentes, em sintonia com aumento das doses de extrato aplicado
ao solo (Figuras 9A, 9B, e 9C).

Na correlacdo dos indices espectrais com a biomassa da parte aérea da
soja, verificou-se que o NDVI apresentou correlagdo negativa, o PRI destacou-se

com correlagéo positiva significativa a 1% de probabilidade (Tabela 5).
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Figura 9. Avaliacdo dos indices espectrais na soja em fungcdo dosagens de extrato

de U. ruziziensis.

Tabela 5. Correlagdo de Pearson entre os indices espectrais foliares NDVI (indice

diferencial vegetativo normalizado), PRI (indice de refletancia fotoquimico), MCARI

(indice de absorcdo da clorofila) e AOKI (indice de clorofila total) e a producéo de

massa seca na soja.

Atributo

NDVI

PRI MCARI AOKI

Massa seca P. aérea -0,73* 0,85** 0,78* 0,75*

* significativo a 5 % e ** significativo a 1% de probabilidade.
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6 DISCUSSAO

O extrato etandlico de U. ruziziensis apresenta uma composi¢ao quimica
complexa, sendo detectados varios grupos de compostos quimicos como polifendis,
alcaloides e flavonoides (Tabela 2). Em relagdo ao efeito alelopatico de compostos
quimicos de U. ruziziensis, sobre a soja, verificou-se, nas condigbes de extragao e
concentracdes aplicadas do extrato, nesse estudo, auséncia de efeito evidente sobre
a emergéncia e crescimento da soja. Igualmente ao observado por Oliveira e Peixoto
(2015) utilizando extrato de Urochloa brizantha, que também nao verificaram
reducdes significativas na emergéncia das sementes submetidas ao extrato.
Contudo Elger e Simonetti (2013) utilizando o extrato de U. brizantha, demonstraram
efeito inibitério na germinacao e desenvolvimento radicular da soja nas solugbes que
continham parte aérea de Urochloa.

Nepomuceno et al. (2017) realizaram a extragdo de compostos quimicos da
U. ruzizienses, utilizando o metanol como solvente e observaram que o composto
denominado protodioscina apresentou efeito fitotdxico para as plantulas de soja.
Esses autores utilizaram as concentracdes de extrato de U. ruziziensis de 800,400 e
200ppm ja no presente trabalho foi utilizado o etanol absoluto e as concentragdes de
50, 100, 150 e 200ppm, que nao inibiram o crescimento da soja e promoveram
aumento no desenvolvimento da planta.

A solubilidade de substancias organicas tem que ser avaliado no processo
de extracdo, pois dependendo da polaridade do solvente podem ser isolados
compostos quimicos diferentes nos residuos vegetais, que podem podendo
contribuir na discrepancia de respostas observadas entre os trabalhos (MARTINS;
LOPES; ANDRADE, 2013; RIBEIRO et al., 2018).

A extracao de flavonoides em extratos de Urochloa tem sido muito variavel,
dependendo da espécie e da polaridade do solvente pode ser encontrado
concentragdes maiores desse composto quimico. Mas esse grupo de compostos
tem sido de grande importancia nos estudos com plantas alelopaticas. Ribeiro et al.
(2018) concluiram que a presenca dos flavonoides no material pode exercer um
efeito protetivo contra as moléculas alelopaticas presentes no extrato do capim.
Entre outras fungdes, os flavondides sdo conhecidos por estarem envolvidos na
protecao e preservacao celular (AMALESH; GOURANGA; SANJOY, 2011).
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Foi observada reducédo no teor relativo de clorofila, o que pode configurar um
possivel estresse abidtico sobre as plantas. Conforme Bonini et al. (2010)
constataram efeito de estresse em plantas de soja submetidas ao extrato de U.
ruziziensis, ocasionando alteragcbes no metabolismo energético e estimulando a
producdo de enzimas oxidativas. Alteragcbes no metabolismo energético da soja
foram relatadas por Ferro et al. (2010) através de extrato butandlico de U.
ruziziensis, promovendo de forma geral a inibicdo da cadeia respiratoria.

Constatou-se reducao no sistema radicular das plantas com aumento das
doses de extrato. Este fato também pode estar relacionado a presenca de
flavondides em sua composi¢gdo. A auxina estimula o alongamento celular, tendo
influéncia no desenvolvimento de raizes laterais (MATHESIUS, 2008). Peer e
Murphy (2007) concluiram que os flavonoides podem inibir o transporte de auxina,
desta forma ocorre reducédo no crescimento das raizes. Também foi relatado que o
metabolismo da auxina fica direcionado para se acumular em células corticais na
raiz, para estimulo na produgdo de nédulos (MATHESIUS et al., 1998).

Verificou-se neste trabalho que a aplicacdo de doses crescentes de extrato
de U. ruziziensis no solo, aumentou a nodulagao das plantas. Esta maior nodulacdo
pode estar relacionado a presenca de flavonoides no extrato pois este composto foi
detectado em concentragdes consideraveis no extrato bruto de U. ruzizensis. Este
grupo possui grande importancia no estimulo aos genes da nodulagao, em bactérias
responsaveis pela fixacdo bioldgica e consequentemente na formagao dos nédulos
presentes nas raizes (LIU; MURRAY, 2016).

Foi detectada a presengca de naringenina no extrato de U. ruziziensis
utilizado nesse estudo, de acordo com o relatado por Liu et al. (2019) a naringenina
foi o flavonéide que mais correlacionou positivamente com o aumento de nodulagao
em feijao fava (Vicia faba). Também foi concluido que a aplicagdo da naringenina na
rizosfera de alfafa aumentou a nodulagdo promovida por Rhizobium meliloti e o teor
de N total em 60% (JAIN et al., 1990), Isso confirma também o que foi observado no
presente trabalho o fato de acréscimos nos teores foliares de nitrogénio em cerca de
30% na maior dose aplicada ao solo (Tabela 4), corroborando também com o
aumento da nodulagéo.

No tocante ao efeito do extrato etandlico sobre a atividade microbiana do
solo, verificou-se que 0os compostos quimicos ndo causaram impactos negativos. Os

aumentos do carbono da biomassa microbiana, observado com a adigdo do extrato,
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pode representar que a presenga do residuo orgénico no solo pode ter estimulado a
agao dos microrganismos nos processos de decomposigdo natural. Como ja tem
sido relatado como de forte correlacdo as alteragdes relacionadas a atividade
microbiana com a presenga de matéria organica degradavel (FRANZLUEBBERS et
al., 1999). Este fato também explica os acréscimos gerados na respiragao do solo
ap6s a aplicagdo do extrato, os microrganismos necessitaram realizar a
decomposicéo, gerando assim maior liberagdo de CO, e aumento nas atividades
metabdlicas (ZIBILSKE, 1994).

O comportamento espectral da soja revelou que houve alteragéo fisioldgica
durante o desenvolvimento das plantas em resposta a presenca do extrato de U.
ruziziensis. Verificou-se que o indice de radiagédo fotoquimica (PRI) aumentou nas
maiores doses do extrato como também a reflectancia em R530. Kovac et al. (2018)
relacionou o0 aumento da reflectancia ao aumento simultdneo do PRI que serviu para
detectar a resposta de plantas ao estresse causado pela seca.

Em trigo o aumento do PRI, se relacionou ao aumento da biomassa das
plantas, em resposta a mudancas nas condigdes ambientais, relacionadas a fatores
abidticos. Verificou-se nesse estudo também alta correlagcédo positiva do PRI com a
producdo de biomassa na soja. O PRI e também o MCARI foram habeis para
identificar sintomas de doengas em soja nas fases iniciais (BAJWA; RUPE; MASON,
2017). De acordo com Kovar et al. (2019) o conteudo de agua foliar em soja obteve
elevada correlagao positiva com o PRI e correlagao negativa com o NDVI. Verificou-
se no estudo realizado com uso de extrato de U. ruziziensis correlagao positiva do
PRI com o crescimento da planta, por outro lado, ocorreu o inverso com o NDVI. O
aumento do PRI tem sido relacionado a estresses abidticos no solo que confirma
como bom indicador em estudos de monitoramento por sensoriamento remoto
(KOVAC et al., 2018).

Os resultados encontrados demonstram que indices espectrais coletados de
forma nao destrutiva, pode servir de bons indicadores de atividades metabdlicas no
dossel das plantas, bem como da sua adaptagéo fisiolégica em resposta a fatores
abioticos. Revelando que houve uma resposta fisiolégica da soja, de forma
semelhante a um estresse abidtico, mas possivelmente de baixa intensidade.

A incorporagcdo no solo do extrato de U. ruziziensis, que contém relativa
concentracdo de diversos compostos quimicos, proporciona impactos positivos na

microbiologia do solo e também no crescimento da planta. Mas ocasiona mudangas
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fisiolégicas que podem ser detectadas pela avaliagdo espectral e clorofilométrica,
semelhante ao relacionado a estresses bioticos e abidticos. Entretanto, nas doses
de extrato de U. ruziziensis utilizadas nesse estudo verificou-se que o efeito
mostrou-se como positivo para o crescimento da soja. Destaca-se a concentragao
de flavondides encontradas no estudo e os seus beneficios que devem ser mais
explorados em futuros estudos. Os resultados encontrados devem também ser
comprovados em experimentos de campo com a finalidade de confirmacido desses

beneficios.
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7 CONCLUSOES

- Nas doses utilizadas nao foram detectados efeitos alelopaticos do extrato etandlico
de U. ruziziensis sobre o crescimento da soja.

- O extrato proporcionou ganhos no desenvolvimento da parte aérea da soja e
aumento da nodulagao, porém houve reducéao radicular.

- O extrato de U. ruziziensis, promoveu mudangas na microbiologia logo apos sua
aplicagao, porém nao impactaram negativamente.

- Houve alteragdo do comportamento espectral da soja em fungdo do aumento da
dose de extrato aplicado ao solo.
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