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RESUMO

MIZERSKI, Pedro Henrique Faccioni. ABSORCAO E TRANSLOCACAO DO
HERBICIDA *C-GLYPHOSATE EM Borreria latifolia E Richardia brasiliensis. 46 f.
TCC (Curso de Agronomia), Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato
Branco, 2016.

Varios mecanismos sdo desenvolvidos pelas plantas daninhas para tolerar moléculas
herbicidas. Por este motivo, € de suma importancia investigar qual destes esta efetivamente
reduzindo o efeito herbicida. O objetivo deste trabalho foi avaliar a absorcao e translocacéo
do herbicida **c-glyphosate em bidtipos de Borreria latifolia e Richardia brasiliensis. As
sementes foram coletadas em lavouras de soja transgénica ou em locais sem presséo de
selecdo por glyphosate em municipios do Parana e Norte de Santa Catarina. Dois
experimentos foram realizados nas dependéncias do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura — CENA, no Campus Luiz de Queiroz, Piracicaba, da Universidade de Sao Paulo,
um para cada espécie Rubiaceae (B. latifolia e R. Brasiliensis). Foram cultivadas plantas em
casa de vegetacdo, nas dependéncias da Universidade Tecnolégica Federal do Parana até
atingirem estadio de aplicacdo de 4 a 6 folhas totalmente expandidas, momento em que sua
transferéncia para o Laboratério de Ecotoxicologia-CENA/USP foi realizada, onde
efetuaram-se as analises laboratoriais. Os estudos foram desenvolvidos em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes, organizado em esquema fatorial (periodos x
biétipos), em que cada planta representou uma parcela experimental. Os periodos de
avaliacdo foram 2, 8, 24, 48 e 72 horas ap0s aplicacdo (HAA) do herbicida, totalizando 15
plantas por biétipo, no total de 30 plantas para os dois bi6tipos de cada espécie daninha
estudada. Em cada experimento foram analisados um bi6tipo considerado tolerante e outro
considerado sensivel ao glyphosate. Conforme foram germinando, as mesmas foram
transplantadas para vasos com capacidade de 500 ml, compostos por solo peneirado e
deixados em casa de vegetacdo com condi¢cdes controladas. Quando as plantas atingiram
estadio de aplicacdo, procedeu-se aplicagdo do glyphosate marcado com **C no radical
fosfonometil. A solucdo herbicida foi composta por uma mistura de *C-glyphosate + padrédo
analitico, na concentracédo de 360 g de glyphosate (equivalente acido) em 200 L ha™. Essa
solucao foi aplicada na face adaxial do ultimo par de folhas totalmente expandidas, sob a
forma de dez gotas de 1,0 pL por folha, totalizando 20 gotas por planta. Apds o término de
cada periodo de leitura, as folhas tratadas foram lavadas e a radioatividade determinada
através de espectrometria de cintilagdo liquida (ECL). A absorcdo do herbicida foi
determinada pela porcentagem da radioatividade presente no interior da planta (folhas
tratadas, folhas acima, folhas abaixo das tratadas, caule e raiz) em relacéo a radioatividade
total recuperada (liquido de lavagem + radioatividade no interior da planta). Posteriormente,
cada parte da planta sofreu combustdo em oxidador biolégico e quantificacdo da
radioatividade através de ECL. Para a R. brasiliensis o bi6tipo sensivel absorveu mais
glyphosate radiomarcado que o tolerante, 75 e 70%, respectivamente. Comportamento
semelhante ocorreu com a espécie B. latifolia, no entanto, ndo evidenciou-se diferenca entre
os bidtipos sensivel e tolerante. Para as duas espécies evidenciou-se que grande parte do
herbicida aplicado ndo translocou, ficando apenas na folha aplicada, exceto para as
avaliagbes efetuadas 48 (R. brasiliensis) e 72 (R. brasiliensis e B. Latifolia) HAA, a
translocacdo diferencial do herbicida pode ser verificada em ambas espécies no bi6tipo
considerado tolerante.

Palavras-chave: Rubiaceae, Poaia-Branca, Erva-Quente.



ABSTRACT

MIZERSKI, Pedro Henrique Faccioni. ABSORPTION AND TRANSLOCATION OF
THE *C-GLYPHOSATE HERBICIDE IN Borreria latifolia AND Richardia brasiliensis.
46 s. TCC (Course of Agronomy) - Federal University of Technology - Parana. Pato
Branco, 2016.

Several mechanisms are developed by the weeds to tolerate the herbicide molecules for this
reason it is extremely important to investigate which of these mechanisms is effectively
reducing the herbicidal effect. The objective of this study was to evaluate the absorption and
translocation of the herbicide glyphosate-14c in biotypes Borreria latifolia and Richardia
brasiliensis. Seeds were collected from transgenic soybean crops or in places without by
glyphosate selection pressure for municipalities in Parana and Northern Santa Catarina. Two
experiments were conducted on the premises of the Center for Nuclear Energy in Agriculture
- CENA, Campus Luiz de Queiroz, Piracicaba, University of S&o Paulo, one for each
Rubiaceae species (B. latifolia and R. brasiliensis). Plants were grown in a greenhouse on
the premises of the Federal Technological University of Parana to reach the application
stage 4-6 fully expanded leaves, at which time their transfer to the Laboratory of
Ecotoxicology-CENA / USP was held, where it is effected laboratory analysis. The studies
were carried out in a completely randomized design with three replications, arranged in a
factorial (x periods biotypes), where each plant represented an experimental plot. The
evaluation periods were 2, 8, 24, 48 and 72 hours after application (HAA) herbicide, totaling
15 plants per biotype, a total of 30 plants for the two biotypes of each weed species studied.
In each experiment were analyzed one biotype considered tolerant and another considered
sensitive to glyphosate. As were germinating, they were transplanted into pots with 500 ml
capacity, consisting of soil sifted and left in a greenhouse with controlled conditions. When
the plants reached application stage, proceeded application of glyphosate 14C in
phosphonomethyl radical. The herbicide solution was composed of a mixture ofl4 C-
glyphosate and an analytical standard, at a concentration of 360 g of glyphosate (acid
equivalent) in 200 L ha-1. This solution was applied in the adaxial side of the last pair of fully
expanded leaves as ten drops of 1.0 ul per a total of 20 drops per plant. After the end of each
reading period, the treated leaves were washed and the radioactivity determined by liquid
scintillation spectrometry (LSS). The absorption of herbicide was determined by the
percentage of radioactivity present within the plant (leaves treated above leaves, leaves
below the treated stem and root) compared to the total radioactivity recovered (rinsing liquid
+ radioactivity within the plant). Subsequently, each plant underwent combustion in organic
oxidizer and quantitation of radioactivity using LSS. For sensitive biotype A. brasiliensis
absorbed over the radiolabeled glyphosate tolerant, 75 and 70%, respectively. Similar
behavior occurred with the species B. latifolia, however, did not show a difference between
the sensitive and tolerant biotypes. For the two species showed that much of the applied
herbicide not translocated, leaving only the sheet applied, except for the tests conducted 48
(R. brasiliensis) and 72 (R. brasiliensis and B. latifolia) HAA, the differential translocation of
the herbicide could be verified in both species tolerant biotype considered.

Keywords: Rubiaceae. Poaia-Branca. Erva-Quente.
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1 INTRODUGAO

A presenca de plantas daninhas em areas de lavoura tem sido
apontada como um dos fatores mais importantes que contribuem para a reducao da
produtividade das culturas, evidenciando grande ameaca a producao sustentavel de
alimentos. Sua importancia € tamanha, que cerca da metade dos agroquimicos
comercializados no mundo é representado por herbicidas (THEISEN; RUEDELL,
2004). Ao nivel mundial, as perdas médias reais ocasionadas pela interferéncia das
plantas daninhas atingem 4,3 a 15,2% do rendimento das culturas de algodéo, arroz,
batata, milho, soja e trigo (OERKE, 2006).

Entre os métodos de controle de plantas daninhas, o controle com
herbicidas tem sido o mais utilizado, devido a maior praticidade e grande eficiéncia
(FERREIRA et al.,, 2009). O Brasil é responsavel por 84% do consumo de
agrotoxicos da Ameérica Latina. A partir de 2000 o Brasil aumentou a importacédo de
agrotoxicos e em 2007, encontrava-se como um dos maiores importadores
mundiais, atras apenas da Franca, Alemanha, Canada e Reino Unido (PELAEZ,
2010).

No pais existem 476 marcas registradas de herbicidas, com
aproximadamente 100 ingredientes ativos (i.a.) pertencentes a diferentes
mecanismos de a¢ao. A comercializacao de herbicidas, no Brasil, no ano de 2011, foi
de 40.362 toneladas de i.a. Considerando toda a gama de agrotoxicos (herbicidas,
inseticidas, acaricidas, fungicidas, entre outros), a cultura em que sado mais utilizados
€ a soja, responsavel por 43,5%, o algoddo em segundo lugar (12,5%), seguido da
cana-de-agucar (11,6%), milho safra (5,0%), milho safrinha (3,8%), café (3,7%),
citros (3,1%), culturas de inverno (2,4%) e feijao (2,4%). Esse conjunto de culturas
somou 87,8% do valor comercializado nesse ano. Entre os estados consumidores, o
Parand é o terceiro colocado com 12,1%, ficando atras do lider Mato Grosso (20,6%)
e de Sdo Paulo (15,3%) (FERREIRA; CAMARGO; VEGRO, 2012).

O controle quimico apresenta inUmeras vantagens, entretanto, pode
acarretar em muitos maleficios quando utilizado de maneira equivocada, tais como o
controle ineficiente das espécies daninhas, ocorréncia de danos e perdas produtivas

em culturas comerciais causadas por fitotoxicidade e também problemas ambientais
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(RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). Além disso, a utilizacao continuada de um mesmo

herbicida ou de herbicidas com o0 mesmo mecanismo de acao e espectro de controle
de plantas daninhas por diversos anos pode selecionar populacdes resistentes e
também tolerantes a herbicidas.

Com a liberacdo do cultivo da soja Roundup Ready® resistente ao
herbicida glyphosate (soja RR®) no Brasil, em meados de 2005, o0 manejo de plantas
daninhas sofreu alteragbes. Assim, 0 uso do glyphosate aumentou, pois permitiu a
aplicacao deste em pos-emergéncia da cultura (PEREIRA et al., 2008). Atualmente,
a maioria dos agricultores realiza trés aplicacbes do produto por ciclo da soja
(NOHATTO, 2010). Essa pratica, aliada a outros manejos inadequados nas
lavouras, desencadearam uma intensificacdo da selecdo de plantas daninhas em
sistemas de cultivo agricolas. A selecéo intraespecifica de plantas daninhas resulta
em bidtipos resistentes. A interespecifica resulta em mudanca da flora para espécies
mais tolerantes.

A resisténcia de populacdes de plantas daninhas a herbicidas €,
atualmente, uma das principais dificuldades enfrentadas pelo setor agricola ao nivel
mundial. Em todo o Brasil, existem milhdes de hectares infestados com biotipos de
azevém e buva resistentes ao glyphosate, principalmente nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e Sdo Paulo (BIANCHI et al., 2008). No
Brasil, a selecdo de espécies de plantas daninhas tolerantes ao glyphosate em
lavouras de soja € uma preocupacao crescente, especialmente para sojicultores que
desenvolvem a cultura em grandes &reas, pois a utilizagcdo de herbicidas € mais
intensiva do que em pequenas areas de lavoura (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Desde a introducdo de cultivares geneticamente modificadas
resistentes ao glyphosate, na cultura da soja, tém ocorrido a sele¢cdo de espécies
tolerantes a este herbicida, como a trapoeraba (Commelina spp.), corda-de-viola
(Ipomoea spp.), poaia-branca (Richardia brasiliensis), erva-quente (Borreria latifolia),
entre outras. Esse fendbmeno também ocorre em outros locais do mundo, em
espécies tais como Ambrosia artemisiifolia e Sesbania exaltata, entre outras.

A tolerancia é uma caracteristica intrinseca da planta que a acompanha
antes mesmo da aplicacdo do herbicida em uma area € uma habilidade de

sobrevivéncia da planta para garantir sua reproducdo apdés o tratamento com
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herbicida. Outros fatores, como estagio de desenvolvimento, condi¢ces climaticas

antes, durante e apdés a aplicacdo afetam a tolerancia das culturas e plantas
daninhas (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Contudo, a capacidade de sobrevivéncia e reproducao, ap0s exposicao
a uma dose de herbicida considerada letal para o biétipo selvagem da planta, é
denominada resisténcia. E pode ocorrer naturalmente, através da selecdo ou ser
induzida por técnicas de engenharia genética ou selecado de variantes produzidas
por culturas de tecidos ou mutagénese (HEAP, 2006).

A tolerancia de plantas daninhas aos herbicidas esta disseminada do
Norte ao Sul do Brasil (GALON et al., 2013). Em lavouras de soja da regido Sul do
pais, espécies pertencentes as familias Convolvulaceae, Rubiaceae e
Commelinaceae sdo as que apresentam maior importancia dentre as tolerantes ao
herbicida glyphosate. Ha fortes indicios que a dose necessaria para controlar
determinadas populagdes tolerantes esteja se deslocando para um patamar
superior, resultado de processo de selecdo em que individuos que toleram doses
mais elevadas, sobrevivem e individuos mais sensiveis séo eliminados.

Nas areas infestadas com espécies tolerantes € frequente a utilizacéo
de doses de herbicidas acima da recomendada (GALON et al., 2013), gerando
impacto negativo as espécies cultivadas, indicando que o processo de selecdo
referido acima esta em curso e também forte impacto ambiental, a saide humana e
demais animais O incremento de doses de herbicidas para controlar populacées
tolerantes, que tem sido observado em lavouras de diversas regides do Brasil
reflete, provavelmente, o acimulo de genes que conferem maior tolerancia em
bidtipos.

Ha vérios exemplos na literatura demonstrando que a tolerancia de
plantas daninhas ao glyphosate se deve a absorgéo ou translocacao diferencial do
herbicida (WESTWOOD et al., 1997; SANDBERG et al.,, 1980; SATICHIVI et al.,
2000; CHACHALIS et al., 2001; MONQUERO et al., 2004; FERREIRA et al., 2006;
MOREIRA et al., 2007). JA& a metabolizacdo diferencial de glyphosate &
frequentemente detectada em espécies cultivadas, como soja (Glycine max L.), trigo
(Tritium aestivum L.), milho (Zea mays L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) e ervilha
(Pisum sativum) (RUEPPEL et al., 1977; KOMOBA, et al., 1992; UOTILA et al.,
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1995; CHRISTOFFOLETI et al., 2000), porém, para a espécie invasora Commelina

benghalensis, Monqueiro et al. (2004) observaram que tanto a absor¢cdo quanto a
metabolizacao diferencial foram determinantes para a tolerancia da referida espécie.

O herbicida deve atingir a folha para, posteriormente, ser absorvido. A
interceptacdo da gota pela folha depende do efeito que o ambiente gera sobre a
gota, da densidade de plantas invasoras, da disposicdo das folhas e de qual
superficie da folha foi atingida (VIDAL, 2002). Quando a gota de herbicida atinge a
regido abaxial (de baixo) das folhas a absorcédo é maior do que quando ocorre pela
parte adaxial (de cima) das folhas. As caracteristicas mais importantes que
diferenciam estas duas partes das folhas sdo, a espessura da cuticula e a
guantidade de estdmatos (VIDAL, 2002). O ingrediente ativo deve migrar através de
barreiras até atingir o apoplasto e, finalmente, penetrar nas células da planta
(DEVINE et al., 1993). Alternativamente, pode penetrar nos estbmatos até atingir as
células do mesofilo, (EICHERT; BURKHARDT, 2011). Este fenbmeno é governado
por caracteristicas fisicas e quimicas do herbicida, bem como por outras externas,
como o ambiente ou internas da planta.

A translocacdo (transporte desde a entrada até um ou mais O6rgaos
especificos) é uma caracteristica que permite que o herbicida atinja partes da planta
gue nao foram tratadas, sendo chamados de “herbicidas sistémicos”, que sao
transportados através do xilema e floema (MENENDEZ; ROJANO-DELGADO ;
PRADO, 2014).

A familia Rubiaceae abrange duas importantes espécies invasoras,
sendo elas a erva quente (Borreria latifolia), frequente nas regides Oeste, Centro-
Oeste e Sul do Brasil, com maior incidéncia nas culturas anuais (KISSMAN; GROTH,
1992), e a poaia-branca (Richardia brasiliensis), uma das principais infestantes da
América do Sul, com elevadas densidades populacionais, causando prejuizo aos
agricultores (ROSSETTO et al., 1997).

Espécies dos géneros Borreria (sin. Spermacoce) e Richardia,
apresentam grande importancia na regido Sudoeste do Parana, especialmente em
areas cultivadas com a soja. Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. e Richardia
brasiliensis Gomes sao encontradas de forma generalizada nessa regido. Baseando-

se em informacdes empiricas de técnicos e agricultores, as espécies citadas
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apresentam respostas distintas a caracteristicas do ambiente. A presenca de B.
latifolia e R. brasiliensis é mais comum em solos sem problemas de drenagem e
acidos.
Embora as espécies Rubiaceae referidas acima sejam consideradas
tolerantes ao herbicida glyphosate, ha informac¢des que algumas populacdes de B.
latifolia ndo sao controladas mesmo com doses muito elevadas deste herbicida.
Determinar os mecanismos fisiolégicos responsaveis pela maior
tolerancia de alguns biotipos para cada espécie em relacdo a outros € importante

pois permite investigar estratégias que tornem o controle mais eficiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar se a absorcéo e translocacdo sdo mecanismos fisiolégicos

importantes para explicar diferencas de tolerancia ao glyphosate entre bi6tipos das

espécies Richardia brasiliensis e Borreria latifolia.

2.2 ESPECIFICOS

Determinar a existéncia de diferencas de absorcdo de *C-glyphosate entre
biétipos das espécies Richardia brasiliensis e Borreria latifolia com distinta

tolerancia ao glyphosate.

Determinar a existéncia de diferencas de translocagdo de C-glyphosate
entre bibdtipos das espécies Richardia brasiliensis e Borreria latifolia com

distinta tolerancia ao glyphosate.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS DAS ESPECIES DANINHAS RUBIACEAE

A familia Rubiaceae é uma das maiores familias de angiospermas, com
650 géneros e aproximadamente 13.000 espécies a nivel mundial (DELPRETE,
1999). No Brasil, esta familia compreende cerca de 130 géneros e 1.500 espécies
distribuidas em formacdes vegetais diferentes, com uma grande ocorréncia na Mata
Atlantica (SOUZA; LORENZI, 2005).

O Brasil € um pais que possui grande diversidade de espécies
Rubiaceae nativas ou introduzidas, muitas apresentam alto valor econémico como
cafeeiro, ipecacuanha (medicinal), gardénia (ornamental), entre outras. Por outro
lado, muitas apresentam aspectos negativos, como plantas infestantes (KISSMANN;
GROTH, 1995).

Espécies infestantes da familia Rubiaceae pertencentes aos géneros
Borreria (Spermacoce) e Richardia, apresentam grande importancia na regiao
Sudoeste do Parana, especialmente em areas cultivadas com a soja. As espécies
Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. e Richardia brasiliensis Gomes sao encontradas
de forma generalizada na regiao.

A espécie Borreria latifolia € planta nativa no Brasil, ocorrendo com
maior intensidade nas regifes Sudeste, Centro-oeste, Sul e também Norte
(KISSMANN; GROTH, 1995). A propagacdo se da via sementes, € uma espécie
herbacea, anual, que se desenvolve em todo o pais, vegetando em areas ocupadas
por lavouras anuais e/ou perenes (MOREIRA; BRAGANCA, 2010). Essa espécie
possui nitida preferéncia por solos pobres e acidos e tolera um certo grau de
sombreamento, competindo, assim, com a cultura durante todo o ciclo (LORENZI,
2008).
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3.2 MECANISMOS DE TOLERANCIA EM PLANTAS DANINHAS

Existem diversos mecanismos que podem conferir tolerdncia aos
herbicidas em plantas daninhas, podendo influenciar negativamente a acdo destes
compostos. Destacam-se a menor absorcdo e/ou translocacdo do produto, maior
metabolizacdo a substancias menos fitotdxicas, compartimentalizacdo das
moléculas intactas, falta de afinidade do herbicida pelo sitio de agdo especifico, além
de super producao da enzima-alvo (SILVA et al., 2007).

O herbicida glyphosate € aplicado em pos-emergéncia e, para que seja
eficiente, é necessério que ocorra a retencdo da molécula na superficie e posterior
penetracédo foliar, translocacdo na planta até o sitio de acdo e a inibicdo da enzima-
alvo enolpiruvilchiguimato-P-sintase (EPSPs) (KIRKWOOD; MCKAY, 1994).

3.2.1 Absorcéo

Para garantir a eficiéncia de um herbicida controlar plantas daninhas é
de suma importancia que ocorra a penetracdo do mesmo nos tecidos vegetais
(PROCOPIO et al., 2003). Herbicidas aplicados em pds-emergéncia, como o
glyphosate, penetram nas plantas através de estruturas aéreas, como folhas, caule,
frutos e flores (SILVA et al., 2007), sendo a absorcao foliar o passo mais importante
para que ocorra interacdo do herbicida com os processos metabdlicos da planta
(PROCOPIO et al., 2003).

Possiveis alteracbes na absorcdo de herbicidas podem estar
relacionadas com as caracteristicas morfo-anatdmicas das espécies daninhas,
englobando a parte aérea e o sistema radicular, dependendo da via preferencial de
absorcdo. A espessura da cuticula das folhas e a sua composi¢cédo quimica, podem
influenciar a penetragdo de certos herbicidas. Caracteristicas do herbicida como
Kow (coeficiente de particdo octanol/agua) e a constante de dissociacdo (pka)
também sdo capazes de influenciar sua absorcdo e translocacdo (SILVA et al.,
2007). A polaridade dos herbicidas é importante para o conhecimento da rota de

absorcdo dos mesmos. Herbicidas apolares sdo absorvidos pela rota lipofilica,
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entretanto, os herbicidas polares, pela rota hidrofilica. A presenca de agua, além de

favorecer a rota hidrofilica atua, também, na rota lipofilica, pois quando a parede
celular composta por pectina e celulose é hidratada, ocorre o afastamento das
placas de ceras, permitindo, assim, maior permeabilidade e consequentemente
maior absorcao do herbicida (SILVA et al., 2000).

A membrana cuticular é composta por uma camada de ceras
epicuticulares, ceras embebidas, cutinas, pectinas e celulose. As ceras
epicuticulares podem atuar como principal barreira a penetracdo de produtos
quimicos (LIAKOPOULOS; STAVRIANOKOU; KARABOURNIOTIS, 2001). Estas,
assim como as cuticulares contém longas cadeias de alcanos, porém em pequenas
porcentagens e outras substancias como alcoois, aldeidos, &cidos graxos e cetonas
(HESS; CHESTER, 2000). A composi¢ao quimica das ceras epicuticulares é variavel
entre os distintos grupos filogenéticos, podendo apresentar diferencas na
composicdo dentro dos mesmos grupos, espécies, ou entre os estadios de
desenvolvimento de um mesmo individuo e também por condicbes ambientais
(MONQUERQO et al., 2005).

As ceras epicuticulares apresentam suma importancia na absorcao dos
herbicidas. Devido a isso, véarios trabalhos relatam que a quantidade e composi¢ao
das ceras epicuticulares podem ser a principal barreira de absorcéo e subsequente
translocacdo de herbicidas aplicados na folhagem de plantas daninhas
(HATTERMAN-VALENTI et al., 2006).

Em estudo anatémico realizado com as espécies Galinsoga parviflora,
Crotalaria incana, Conyza bonariensis e Ipomoea cairica, Procopio et al. (2003)
observaram que C. incana apresentou como principal obstaculo foliar potencial a
penetracdo de herbicidas a alta deposicdo de cera epicuticular, jA em [I. cairica a
grande espessura da cuticula e baixa densidade estomatica na face adaxial, além da
deposicdo de cera epicuticular foram os provaveis obstaculos constatados a
penetracdo de herbicidas.

Em estudo realizado para avaliar a absorcdo e translocacdo de
glyphosate em Ipomoea lacunosa, Echinochloa crus-galli e Sida spinosa, Norsworthy
et al. (2001) verificaram que apenas 6% do glyphosate aplicado nas folhas de /.

lacunosa foi absorvido 48 horas apos o tratamento (HAT), enquanto que em E. crus-
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galli e S. spinosa absorveram 33 e 22%, respectivamente, sugerindo que a

tolerancia ao glyphosate seja devido a absorc¢éo limitada desse herbicida.

3.2.2 Translocagéao

Apds a absorcdo, os herbicidas necessitam atingir os locais de agéo
para exercer sua atividade herbicida. O caminho a ser percorrido pode ser pequeno
para herbicidas de contato, ou longo para herbicidas sistémicos que sé&o
translocados pelo apoplasto e simplasto (VIDAL, 2002). A translocacéo representa
um processo essencial para a eficacia do herbicida (WANAMARTA; PENNER,
1989).

O glyphosate apresenta mobilidade no floema, seguindo a rota dos
assimilados oriundos da fotossintese, proveniente das folhas fotossinteticamente
ativas (fonte) em direcdo as partes das plantas em crescimento (dreno), para
manutenc¢do do metabolismo e/ou formacao de produto de reserva, das raizes, dos
tubérculos, das folhas jovens e de zonas meristematicas (HETHERINGTON et al.,
1998). Portanto, a absorcdo, translocacdo e metabolizacdo do herbicida podem
afetar a sensibilidade de uma planta, pois este necessita atingir o sitio de acdo numa
concentracdo adequada para apresentar eficiéncia.

Em espécies daninhas, a translocacdo reduzida € uma causa
importante do controle insatisfatério que traz como consequéncia a inabilidade do
herbicida em alcancar o local de acéo, apés ter penetrado na planta. Geralmente
existem diferencas marcantes de translocagcao entre herbicidas e, para um mesmo
produto, ha diferencas entre espécies de plantas (AGOSTINETTO; VARGAS, 2009).

Em estudo realizado com o objetivo de caracterizar a absorc¢éo foliar,
translocacdo e a metabolizacdo do '“C-glyphosate em Commelina benghalensis,
Ipomoea grandifolia e Amaranthus hybridus, Monquero et al. (2004) observaram que
0 mecanismo de toleréancia de C. benghalensis ao glyphosate foram a absorcao
diferencial e a metabolizacdo do herbicida pela planta. Em [I. grandifolia a tolerancia
ocorreu devido a uma menor translocacao do herbicida, ndo havendo evidéncias de

metabolizagao diferencial do herbicida por esta planta daninha.
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4 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram realizados nas dependéncias do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura — CENA, no Campos Luiz de Queiroz, Piracicaba
Universidade de S&o Paulo, um para cada espécie da familia Rubiaceae (Borreria
latifolia e Richardia brasiliensis).

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo nas dependéncias
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Pato Branco e, quando
atingiram estadio fenolégico de aplicacdo de 4 a 6 folhas totalmente expandidas,
foram transferidas para a Universidade de S&o Paulo. As analises laboratoriais
foram realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia — CENA/USP.

Os estudos foram desenvolvidos em delineamento inteiramente
casualizados com trés repeticbes, organizado em esquema fatorial (periodos Xx
bidtipos), em que cada planta representou uma parcela experimental. Os periodos
de avaliacdo foram 2, 8, 24, 48 e 72 horas ap6és aplicacdo (HAA) com o herbicida,
com 15 plantas por bi6tipo, no total de 30 plantas para os dois bibtipos de cada
espécie daninha utilizada. Em cada experimento foram analisados um bidtipo
considerado tolerante e outro sensivel ao glyphosate, de acordo com valores de Cs
estimado anteriormente, através da investigacado de resposta a doses de glyphosate
em 14 bibtipos de B. latifolia e 11 biétipos de R. brasiliensis coletados em lavouras
de soja transgénica ou em locais sem pressdo de sele¢do por glyphosate. As
localizagbes das areas onde foram coletadas as sementes e 0s principais esquemas

de sucessao de culturas e herbicidas encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Identificacdo e caracteristicas dos locais em que foram coletadas as sementes dos
biotipos tolerante e suscetivel ao glyphosate. UTFPR, Pato Branco — PR, 2016.

" Resposta ao . S'St'Nde -
Espécie Localizagdo sucessao de Emprego de herbicidas
glyphosate
culturas
Dessecacao:
. . Glyphosate Pos
Tolerante Reg??sczegga :_?pjal/gola emergéncia:
B. latifolia —PR(@277) 901508 Glyphosate (soja) e
metsulfuron (trigo)
Suscetivel  S20 Paulo - - -
SP
Dessecacéo:
: , Glyphosate P6s
R Tolerante P_aEJRB(r;gg)o ;%%2//2%2 emergéncia:
brasiliénsis Glyphosate (soja) e
metsulfuron (trigo)
; Séo Paulo -
Suscetivel Sp - -

1Safra/safrinha 2Sucessao inverno/verao

As sementes de B. latifolia sofreram tratamento de superacao de
dorméncia antes da semeadura, com calor seco a 60 °C por 30 minutos e imersao
em nitrato de potassio (2%) por 3 horas. Logo em seguida, as sementes de B.
latifolia e R. brasiliensis foram alocadas em gerbox e colocadas em condicbes
ideais para germinacdo em BOD. Conforme foram germinando, as mesmas foram
transplantadas para vasos com capacidade de 500 mL, preenchidos por solo
peneirado e deixados em casa de vegetacdo em condi¢cdes controladas.

Quando as plantas atingiram entre 4 e 6 folhas totalmente expandidas,
procedeu-se com a aplicacdo do glyphosate marcado com carbono 14 no radical
fosfonometil, apresentando atividade especifica de 537,4 MBg mmol™ e 96,81% de
pureza. A solugdo herbicida foi composta por uma mistura de **C-glyphosate +
padrdo analitico, na concentracdo de 360 g de glyphosate (equivalente acido) em
200 L ha'. Essa solucdo foi aplicada na face adaxial do Ultimo par de folhas
totalmente expandidas, sob a forma de dez gotas de 1,0uL por folha, totalizando 20
gotas por planta com auxilio de um microaplicador (Hamilton PB6000 Dispenser,
Hamilton Co. EUA).
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Apés o término de cada periodo de leitura, procedeu-se o corte das

folhas tratadas para parar o processo de translocacdo para o restante da planta. As
folhas tratadas foram colocadas dentro de um funil disposto sobre frasco de
cintilacdo e lavadas com 1 mL (lavadas 3 vezes com o auxilio de uma pipeta
calibrada de 1000 pL) de uma solucdo de metanol a 80%, a fim de eliminar o
herbicida ndo absorvido.

Do liquido proveniente dessa lavagem, foi retirada uma aliquota de 500
ML e misturada com 10 pL de liquido de cintilacdo para, posteriormente realizar a
analise da radioatividade dessa mistura, através de espectrometria de cintilacdo
liguida (ECL) (Packard 1900 TR). Ap6s cada periodo de avaliagdo, as plantas foram
lavadas para remocao de todo o solo de suas raizes, e confeccionadas excicatas
secas a 40 °C até atingir massa constante. Posteriormente, foram submetidas a
combustdo em oxidador biolégico (OX 600 Harvey Instruments) para posterior
quantificacdo da radioatividade através de ECL e determinado a translocagdo em
cada parte da planta.

Através dessa metodologia foi possivel determinar a absorcdo do
herbicida pela porcentagem da radioatividade presente no interior da planta (folhas
tratadas, folhas acima, folhas abaixo das tratadas, caule e raiz) em relacdo a
radioatividade total recuperada (liquido de lavagem + radioatividade no interior da
planta). Para analise dos dados de absorcéo, total translocado e distribuicdo de
glyphosate radiomarcado (**C-glyphosate) em cada parte da planta foram calculadas

as médias das trés repeticdes, junto aos respectivos desvios-padrdes.



5 RESULTADOS E DISCUSAO

A andlise da variancia indicou a interacdo entre os fatores biotipos x
horarios de avaliacdo para todas as varidveis analisadas, exceto para a variavel

folna abaixo das folhas tratadas, em que apenas o fator biGtipos apresentou

significancia.

A absorcao (%) e o total translocado (%) em 2 HAA foram inferiores

nos biotipos de R. brasiliensis (Fig. 1 A e B) quando comparado com os biétipos de

B. latifolia (Fig. 3 A e B).

5.1 RICHARDIA BRASILIENSIS

Os parametros das equacdes ajustadas para a absorcdo e

translocacao de glyphosate em R. brasiliensis encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros das equacdes e coeficiente de determinacdo (R?) para as variaveis absorcdo e
total translocado em resposta a periodos de avaliacdo de glyphosate radiomarcado em
biétipos de R. brasiliensis e B. latifolia com respostas contrastantes ao glyphosate.

UTFPR Campus Pato Branco, 2016.

Parametro equagao

Variavel Espécie Biotipo a b x0 y0 R?
R brasiliensis . 2832 65,77 2,86 14,62 29,86 0,99
Absorcéo Sdo Paulo? 6149 2,65 14,02 36,94 0,99
B. latifolia 277" 87,33 3,82 0,79 - 0,89
' Sao Paulo' 96,71 2,61 1,20 - 0,99
R brasiliensis 2832 10,32 3,13 16,26 0,62 0,95
Total ' Sao Paulo? 18,57 7,27 19,90 1,34 0,98
translocado B. latifolia 277" 20,59 3,32 80,90 - 0,97
’ Sao Paulo' 55,68 11550 31,64 - 0,82

'Equacdo logistica de trés parametros. 2Equacdo logistica de quatro parametros. A= Assintota
maxima, B= declividade da curva, Cso= Periodo (horas) que proporciona 50% de absor¢éo, y0O=média

da resposta sob periodo elevado.

O bidtipo classificado como sensivel (Sdo Paulo) absorveu mais **C-
glyphosate (média de 75%) que o tolerante (283) (média de 70%) (Fig. 1 A). Apods 8
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HAA, ambos os bibtipos (sensivel e tolerante) sofreram um aumento de

aproximadamente 50% na absorc¢ao do glyphosate radiomarcado.

A partir de 24 HAA (Fig. 1 B), observou-se maior translocacdo no
bidtipo sensivel, totalizando 12 e 18% no periodo de 72 HAA. Em ensaios
semelhantes, Monquero et al. (2004) relataram que apds a aplicacdo de 4 gotas do
0,5uL de uma solucéo contendo 720 g e. a. ha* de glyphosate e sendo avaliado 72
HAA, a taxa de translocacdo (parte aérea, caule e raiz) para as espécies:
Amaranthus hibridus, Ipomoea grandifolia e Commelina benghalensis foi de 25, 11,4

e 26,8%, respectivamente.
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Figura 1 — Absorcdo (A) e total translocado (B) para biétipos de R. brasiliensis em resposta a
aplicacdo de glyphosate radiomarcado.

A maior parte do herbicida absorvido ficou depositada na folha tratada
(Fig. 2 A, B, C, D e E), com diferencas de translocacéo entre os biétipos apenas nas
avaliacoes efetuadas 48 e 72 HAA (Fig. 2 D e E). Nestes periodos, houve diferencas
significativas nas translocacfes apenas para caule, sendo que o bidtipo sensivel
apresentou maior translocagdo em ambos os periodos, as 72 HAA atingiu-se 6,8% e
14% de translocacdo no caule para biétipo com maior tolerdncia e mais sensivel,
respectivamente. Em avaliacbes com bibtipos de azevém (Lolium multiflorum)

considerados sensiveis e resistentes, Ferreira et al. (2006), relatou que apos a
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aplicacdo de glyphosate radiomarcado, sob dosagem de 800 g ha! e. a., a

velocidade de absor¢éo foi semelhante para os dois bidtipos, que mais de 50% da
absorcdo ocorreu nas primeiras 8 HAA, e a maior retencdo de glyphosate foi
observada na folha tratada do bidtipo resistente (81,64%) do total de herbicida
absorvido ate 64 HAA.
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5.2 BORRERIA LATIFOLIA

Os parametros das equacdes ajustadas para a absorcdo e
translocacao de glyphosate em B. latifolia encontram-se na Tabela 2.

Houve menor absorcédo no bidtipo 277 (maior tolerancia) a partir de 2
HAA, entretanto, no periodo de 72 HAA nédo se evidenciou diferenca significativa na
absorcao entre os dois bi6tipos com respostas contrastantes ao glyphosate (Fig. 3
A). A maior porcentagem de translocacdo foi observada no biotipo sensivel,
atingindo 32%, enquanto o biétipo considerado tolerante translocou somente 12% do
glyphosate radiomarcado. Para o biétipo 277, observou-se uma ligeira queda na
translocacao de 2 HAA até 72 HAA (Fig. 3 B), o que pode ser considerado indicio da
exsudacéao do herbicida.

Observac0Oes realizadas em condicdes experimentais e em diferentes
culturas tém evidenciado porcentagens de absorcao foliar do glyphosate distintas,
variando de 6 a 70% (REDDY, 2000; SATICHIVI et al., 2000; SHARMA & SINGH,
2001; PLINE et al., 2001).
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Figura 3 — Absorcao (A) e total translocado (B) para biétipos de B. latifolia em resposta a aplicacdo de
glyphosate radiomarcado.

Para ambos os bibtipo de B. Latifolia, evidenciou-se que a maior parte
do glyphosate radiomarcado aplicado nao translocou através das partes da planta,
concentrando-se principalmente na que recebeu a aplicacdo (Fig. 4 A, B, C, D e E).
Fato também observado em folhas de L. multiflorum por Ferreira et al. (2006),
porém, houve menor translocacao no bibtipo resistente em relacdo ao sensivel.

Maior retencdo de glyphosate na folha de biotipo resistente de Lolium
rigidum também foi relatada por Lorraine-Colwill et al. (2002) que observaram,
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também, maior acumulo de **C-glyphosate nas pontas das folhas tratadas do biétipo

resistente de L. rigidum, em comparacao ao biétipo sensivel.

Houve diferenca significativa na translocacao pelas partes da planta
apenas no ultimo periodo de avaliacdo (72 HAA) (Fig. 4 E). Observou-se menor
concentracdo do herbicida na folha tratada no bi6tipo sensivel em relacdo ao
tolerante, 88 e 95%, respectivamente (Fig. 4 E), corroborando com a maior
translocacao na folha acima da tratada para o bi6tipo mais sensivel comparado com
0 mais tolerante, atingindo 7,2 e 2,4%, respectivamente. A movimentacdo do
glyphosate esta associado aos hidratos de carbono que lideram a distribuicdo do
herbicida na planta, pois ocorre maior acumulo desse herbicida nos 4pices e em
raizes (MCALLISTER; HADERLIE, 1985).

Dessa forma, a translocacdo é um processo essencial para a boa
eficacia do herbicida (WANAMARTA; PENNER, 1989), mas para que ele consiga
expressa-la, é dependente de processos como a reten¢do do herbicida na superficie
foliar, bem como a penetragao foliar e posterior translocacdo (KIRKWOOD; MCKAY,
1994). Algumas plantas tém a capacidade de desenvolver estratégias para evitar o
contato com o herbicida através de sua superficie foliar. As ceras epicuticulares
podem ser uma dessas estratégias, haja visto que esta barreira fisica pode
interromper o contato do herbicida com a folha, prejudicando, dessa maneira, a sua

acao e eficiéncia.
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Figura 4 — Distribuicdo de glyphosate radiomarcado em biétipos de B. latifolia no periodo de 2 (A), 8
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6 CONCLUSOES

A absor¢cdo do glyphosate foi um pouco inferior nos biotipos
considerados tolerantes (283 e 277), desde a avaliacdo efetuada 2 HAA, tanto em
Richardia brasiliensis quanto em Borreria latifolia.

Para as espécies estudadas, ambos os bibtipos considerados mais
tolerantes ao herbicida radiomarcado, apresentaram maior retengéo deste na folha
onde ocorreu aplicacdo, ou seja, houve menor translocacao na planta.

A espécie B. latifolia apresentou maior absorcao e translocacéao (%) do
gue a espécie R. brasiliensis, apos 2 HAA.

A translocacdo do herbicida no biétipo considerado sensivel de R.
brasiliensis deslocou-se a um patamar superior comparado ao biétipo com maior

tolerancia a partir de 24 HAA.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Através das andlises realizadas comprova-se a hipotese inicial desse
trabalho, da existéncia de diferencas de absorcédo e translocacdo de glyphosate
entre biotipos de espécies rubiaceas sob distintas condi¢cdes de presséo de selecéo
pelo herbicida. Em geral, os resultados entre os biotipos indicam maiores diferencas
de translocacdo do que de absorcéo. Portanto, a maior dificuldade de controlar os
bidtipos tolerantes podem ser, em parte, explicadas pela translocacdo inferior do
herbicida nas plantas. Nao estd descartada, no entanto, a possibilidade de
existéncia de outros mecanismos de tolerancia responsaveis pela tolerancia
diferencial. Para a espécie Borreira latifolia os resultados indicam a possibilidade
gue as plantas tolerantes estejam exsudando glyphosate pelo sistema radicular.
Este e outros mecanismos, como a possibilidade de metabolizacdo da molécula para
formas menos toxicas merecem investigagdo mais profunda, com a finalidade de

esclarecer de forma mais completa os mecanismos envolvidos.
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