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RESUMO

BATISTEL, Sorhaila Camila. Determinacdo da Tolerancia em Espécies Daninhas
Rubidceas ao Glyphosate e Quantificacdo de Ceras Epicuticulares em Funcdo da
Disponibilidade de Agua no Solo. 58 f. TCC (Curso de Agronomia), Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

Espécies de plantas daninhas tolerantes aos herbicidas estdo amplamente disseminadas em
todas as regides brasileiras. O objetivo desta pesquisa foi ampliar as informacfes sobre
espécies/bibtipos infestantes da familia Rubiaceae que permitam um melhor entendimento da
variacdo da sua tolerancia ao herbicida glyphosate. Populacées de espécies daninhas rubiaceas
(Borreria latifolia e Richardia brasiliensis) foram coletadas no sudoeste do Parana e Norte de
Santa Catarina. O primeiro estudo avaliou a resposta a doses de glyphosate nestas
espécies/bidtipos. Os tratamentos foram arranjados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema bifatorial, em que o primeiro fator representou as populacdes de cada
espécie (B. latifolia e R. brasiliensis), e o segundo fator os niveis de glyphosate (0, 74, 163, 360,
792 e 1742 g e.a. ha). As variaveis resposta avaliadas foram controle visual aos 14 e 28 DAA e
massa da parte aérea verde e seca aos 28 DAA. O segundo estudo foi realizado em casa de
vegetacdo, em DIC para quantificacdo de ceras epicuticulares presentes na superficie das folhas
das mesmas espécies. O experimento foi arranjado em esquema fatorial 6 x 2, com seis biotipos,
trés de B. latifolia e trés de R. brasiliensis que foram submetidos a dois regimes distintos de
irrigacdo, préximo a capacidade de campo do solo (CC) e préximo ao ponto de murcha
permanente (PMP). Foi procedida a extragdo das ceras com solventes e sua quantificacdo foi
feita por pesagem. Os dados obtidos no experimento foram submetidos ao teste F a 5% de
probabilidade. Foram encontradas variacbes no controle das espécies rubidceas. Os biotipos
gue apresentaram maior fator de tolerancia foram o 283 e o 300. Estes mesmos biotipos foram
0S gque mais incrementaram a deposicdo de ceras epicuticulares sob a condicdo de déficit
hidrico, entretanto, quando em capacidade de campo, as quantidades de cera depositadas nao
apresentaram diferencas. Os bi6tipos de R. brasiliensis apresentaram maior tolerancia ao
glyphosate comparativamente aos biotipos de B. latifolia.

Palavras-chave: Inibidor da EPSPS. Borreria latifolia. Richardia brasiliensis.



ABSTRACT

BATISTEL, Sorhaila Camila. Determination of Tolerance to Glyphosate in Rubiaceae
Species And Epicuticular Wax Quantification in Function of Soil Water Availability. 58
f. TCC (Course of Agronomy) - Federal University of Technology — Parana. Pato
Branco, 2015.

Weed species tolerant to herbicides are widely disseminated in all regions of Brazil. The objective
of this research was to expand the information about species / weeds biotypes of Rubiaceae
family to allow for better understanding of the variation of its tolerance to glyphosate. Populations
of weeds rubiaceae (Borreria latifolia and Richardia brasiliensis) were collected in southwestern
Parana and Northern of Santa Catarina. The first study evaluated the response to glyphosate
doses in these species / biotypes. The treatments were arranged in a completely randomized
design (CRD), in a factorial scheme, where the first factor represented the populations of each
species (B. latifolia and R. brasiliensis), and the second factor glyphosate levels (0, 74, 163, 360,
792 and 1742 g e a ha ). The variables were visual control response at 14 and 28 DAA and
mass of green shoots and dried at 28 DAA. The second study was conducted in a greenhouse in
DIC for quantification of epicuticular waxes present on the surface of the leaves of the same
species. The experiment was arranged in a factorial 6 x 2 with six biotypes, three B. latifolia R.
brasiliensis and three who underwent two different irrigation regimes, near the soil field capacity
(FC) and near the point permanent wilting (PMP). Was preceded extraction of waxes with
solvents and quantification was made by weighing. The data obtained in the experiment were
submitted to F test at 5% probability. Variations were found in the control of rubidceas species.
Biotypes that showed greater tolerance factor were 283 and 300. These same biotypes were the
most increased deposition of epicuticular waxes under water stress conditions, however, when in
field capacity, the quantities of deposited wax showed no differences. Biotypes of R. brasiliensis
showed increased tolerance to glyphosate compared to biotypes of B. latifolia.

Keywords: EPSPS inhibitor. Borreria latifolia. Richardia brasiliensis.
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1 INTRODUCAO

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

Entre os méetodos de controle de plantas daninhas, o emprego de 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 agrotdxicos da América Latina.
A partir de 2000 o pais aumentou a importacdo de agrotoxicos, e em 2007 encontrava-se
como um dos maiores importadores mundiais, atrds 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
acao. A comercializacédo de herbicidas no Brasil, no ano de 2011, foi de 40.362 toneladas
de i.a.. Considerando toda a gama de agrotéxicos (herbicidas, inseticidas, acaricidas,
fungicidas, entre outros), a cultura em que sdo mais utilizados é a soja, responsavel por
43,5%, o0 algoddo em segundo lugar (12,5%), seguido da cana-de-acucar (11,6%), milho
safra (5,0%), milho safrinha (3,8%), café (3,7%), citros (3,1%), culturas de inverno (2,4%)
e feijdo (2,4%). Esse conjunto de culturas soma 87,8% do valor comercializado nesse
ano. Entre os estados consumidores, o Parana é o terceiro colocado com 12,1%, ficando
atras do lider Mato Grosso (20,6%) e de Sao 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
(RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). Além disso, a utilizacdo sequencial de um mesmo
herbicida ou de herbicidas com o0 mesmo mecanismo de ag¢ao e espectro de controle de
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plantas daninhas por diversos anos pode selecionar populacdes de plantas daninhas
resistentes e também tolerantes a herbicidas.

Com a liberacgéo do cultivo da soja Roundup Ready® resistente ao herbicida
glifosato (soja RR®) em meados de 2005, o manejo de plantas daninhas sofreu
alteracdes. Assim, o uso do herbicida glifosato aumentou, pois permitiu a aplicacao deste
herbicida em p6s-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 outras de manejo inadequadas nas lavouras, desencadearam uma
intensificacdo da selecéo de plantas daninhas em sistemas de cultivo agricolas. A selecéo
intraespecifica de plantas daninhas resulta em bibtipos resistentes. A selecdo
interespecifica resulta em mudanca da flora para espécies mais tolerantes.

A resisténcia de populagfes 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 biétipos de azevém e buva
resistentes ao glyphosate, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana e Sao 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 areas,
desde que a utilizacdo de herbicidas € mais intensiva do que em pequenas areas de
lavoura (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Desde a introducao de cultivares geneticamente modificadas resistentes ao
glyphosate, na cultura da soja, tem ocorrido a selecdo de espécies tolerantes a este
herbicida, como em trapoeraba (Commelina spp.), corda-de-viola (I[pomoea spp.), poaia-
branca (Richardia brasiliensis), erva-quente (Borreria latifolia), entre outras. Esse
fendbmeno também é observado em outros locais do mundo, em espécies tais como
Ambrosia artemisiifolia e Sesbania exaltata, entre outras.

A tolerdncia a um determinado herbicida por uma espécie é um fendbmeno
comum. Ou seja, diferentes populacdes (bibtipos) dentro de cada espécie apresentam
necessidades de doses distintas de um determinado herbicida para controla-las. No
entanto, essas populacdes, denominadas tolerantes, sdo controladas através da dose
registrada (de bula) e recomendada pela pesquisa. Isso diferencia a tolerancia da
resisténcia.

A tolerancia de plantas daninhas aos herbicidas esta disseminada do Norte

ao Sul do Brasil (GALON et al., 2012). Em lavouras de soja da regido Sul do pais,
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espécies pertencentes as familias Convolvulaceae, Rubiaceae e Commelinaceae séao as
gue apresentam maior importancia dentre as tolerantes ao herbicida glyphosate. Ha fortes
indicios que a dose necesséria para controlar determinadas populacdes 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 sao
eliminados.

Nas éareas infestadas com espécies tolerantes é frequente a utilizacdo de
doses de herbicidas acima da recomendada (GALON et al., 2012), gerando impacto
negativo as espécies cultivadas e forte impacto ambiental e & satde humana e indicando
gue o processo de selecdo referido acima estd em curso. O incremento de doses de
herbicidas para controlar populacdes tolerantes, que tem sido observado em lavouras de
diversas regibes do Brasil reflete, provavelmente, no acumulo de genes que conferem
maior tolerancia em biotipos.

Ha véarios exemplos na literatura demonstrando que a tolerancia de plantas
daninhas ao glyphosate se deve a absor¢cdo ou translocagdo diferencial do herbicida
(WYRILL; BURNSIDE, 1976; SANDBERG et al., 1980; WESTWOOD et al., 1997,
SATICHIVI et al., 2000; CHACHALIS et al., 2001). J4, a metabolizacdo diferencial € mais
frequentemente detectada em espécies cultivadas, como soja (Glycine max L.), trigo
(Triticum aestivum L.), milho (Zea mays L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) e ervilha
(Pisum sativum) (KOMOBA, et al., 1992; UOTILA et al., 1995; RUEPPEL et al., 1977).

Espécies dos géneros Borreria (Spermacoce) e Richardia, da familia
Rubiaceae, apresentam grande importancia na regido Sudoeste do Parana,
especialmente em areas cultivadas com soja. As espécies Borreria latifolia (Aubl.) K.
Schum. e Richardia brasiliensis Gomes sdo encontradas de forma generalizada na regiao.
Baseando-se em informacBes empiricas de técnicos e agricultores, as espécies citadas
acima apresentam respostas distintas a caracteristicas do ambiente. A presenca de B.
latifolia e R. brasiliensis € mais comum em solos sem problemas de drenagem e &cidos.

Embora as espécies rubiaceas referidas acima sejam consideradas
tolerantes ao herbicida glyphosate, ha informacdes que algumas populacdes de B. latifolia
nao sao controladas mesmo com doses muito elevadas deste herbicida.

Para o desenvolvimento das plantas superiores, condicbes minimas de
ambiente sdo necessarias. Plantas daninhas sao mais rusticas que as cultivadas e sofrem
menos quando as condicfes sdo adversas, no entanto, sofrem alteracdes fisiologicas se

submetidas a estresses ambientais, como déficit hidrico, buscando adaptar as plantas a
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estas condicdes. Para Nogueira (1997) a disponibilidade de agua as plantas € um dos
fatores mais criticos para o desenvolvimento normal das mesmas. O estresse hidrico
geralmente aumenta a resisténcia difusa ao vapor de &gua, fechando os estématos,
reduzindo a transpiracdo e também o suprimento de CO, para a fotossintese, efeitos que
refletem a adaptacao das plantas ao ambiente.

Também ocorrem mudancas na quantidade e na composi¢cdo quimica das
ceras epicuticulares, j& que segundo (BRIDGES, 2000; HARTZLER, 2001) apud
Hoffmann (2007) as plantas formam mais cera na superficie da folha quando estdo sob
estresse de agua, assim evitam maior evaporacao.

Portanto, fica clara a importancia da caracterizacdo das populacbes de
Borreria latifolia a Richardia brasiliensis tolerantes ao glyphosate, para determinacdo da
amplitude dos valores de Cso (dose de herbicida necesséaria para controlar 50% da
populacdo). Elevada amplitude de valores de Cs, podem indicar que tem havido
intensificacdo da selecédo de populacdes pelo uso do glyphosate. a determinagcao de ceras
sera de grande auxilio na elucidacdo dos principais mecanismos de tolerancia desses
bi6tipos ao glifosato. A definicAo das espécies com maior dificuldade de controle por
glyphosate auxiliara na adocdo de medidas de controle eficientes para essas espécies

rubiaceas nas lavouras de soja da regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Esse estudo visa ampliar as informacfes sobre espécies/bidtipos da familia
Rubiaceae que permitam um melhor entendimento da variacdo da sua tolerancia ao

herbicida glyphosate, e dos mecanismos fisiolégicos associados a tolerancia.

2.2 ESPECIFICOS

e Comparar as respostas ao herbicida glyphosate de biotipos das espécies Borreria

latifolia e Richardia brasiliensis provenientes da regido Sudoeste do Parana;

o Determinar os valores de Cg, e GRg, e os fatores de tolerancia de bidtipos das

espécies B. latifolia e R. brasiliensis em resposta ao glyphosate;

e Quantificar as ceras epicuticulares de biétipos de B. latifolia e R. brasiliensis

sensiveis e tolerantes ao glyphosate sob duas condic¢des hidricas;

e Correlacionar a tolerancia ao glyphosate com a quantidade de ceras epicuticulares.
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3 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de plantas daninhas tem sido apontada como um dos fatores
mais importantes que contribuem para a reducdo do rendimento das culturas,
constituindo-se grande ameaca a producao sustentavel de alimentos. Ao nivel mundial, as
perdas médias reais ocasionadas pela interferéncia das plantas daninhas atingem 4,3 a
15,2% do rendimento das culturas de algodao, arroz, batata, milho, soja e trigo, mesmo
com a adocdo de medidas de controle (OERKE, 2006).

Segundo Monquero (2003) os herbicidas sdo, na maioria dos casos, a forma
prontamente disponivel para o controle de plantas daninhas e a que apresenta melhor
relacdo custo-beneficio. Contudo, aplicacbes sucessivas de moléculas pertencentes ao
mesmo mecanismo de acdo tem ocasionado pressao de selecdo de bidtipos de plantas
daninhas resistentes aos herbicidas (CHRISTOFFOLETI et al, 2008).

A evolugcdo da resisténcia de plantas daninhas ao herbicida glyphosate
causa grande preocupacao para a economia agricola, visto que é um herbicida de amplo
espectro de acao, classe toxicologica favoravel e boa relacdo custo beneficio, além de
essencial para o sistema de plantio direto e para a utlizagdo das tecnologias RR
(Roundup Ready®) (DUKE; RIMANDO, 2003)

A familia Rubiaceae abrange duas importantes espécies invasoras, sendo
elas a erva quente (Spermacoce 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 (ROSSETO et al,
1997).

A absorcdo do herbicida glyphosate, segundo Monquero (2003) é um
processo bifasico, em que primeiramente ocorre uma penetracdo rapida através da
cuticula e em seguida o herbicida € absorvido lentamente, simplastica, através dos
tecidos vasculares. Heredia (1998) apresenta a cuticula como principal barreira protetora
a entrada de produtos quimicos.

O estudo de curva dose-resposta serve, neste caso para classificar os
bidtipos tolerantes e suscetiveis ao herbicida glyphosate, sendo possivel determinar uma
dose para obter 50% de controle das plantas daninhas. Quando a tolerdncia esta
relacionada a menor absorc¢éo foliar, a quantidade e composi¢éo de ceras epicuticulares é

um fator de relevancia. As ceras epicuticulares sao a parte mais externa da cuticula e sua
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composicdo quimica, quantidade e polaridade podem ser fatores determinantes a
absorcéo do herbicida, e a causa da tolerancia. A quantidade e composicdo podem variar
dentro de uma mesma espécie, bem como em cada estadio de desenvolvimento da
planta. Fatores bibticos e abidticos influenciam estas caracteristicas, dentre eles a
condicdo hidrica do solo, que influenciara na deposicéo de ceras epicuticulares na folha.
A investigacao da quantidade de ceras epicuticulares sob diferentes regimes
hidricos é importante pois plantas sob estresse hidrico apresentam diferencas
bioquimicas e fisiolégicas, podendo alterar a absor¢éo do herbicida. Assim, o controle das
plantas daninhas pode ser modificado quando a aplicacdo for realizada sob condicdes de

estresse hidrico.
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4 HIPOTESES

e Existem populacbes com necessidades de doses muito elevadas para o controle de
Borreria latifolia e Richardia brasiliensis, contrastando com outras populacfes mais
sensiveis ao glyphosate, o que € indicio do deslocamento da dose necessaria para o
controle a um patamar superior.

e Caracteristicas da superficie foliar, especificamente a quantidade de ceras
epicuticulares, esta relacionada a tolerancia de populacbes de Borreria latifolia e
Richardia brasiliensis ao glyphosate.

e A disponibilidade de agua no solo interfere diretamente nos teores de ceras

epicuticulares de biétipos de R. brasiliensis e B. latifolia.
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5 REFERENCIAL TEORICO

5.1. CARACTERISTICAS DAS ESPECIES DANINHAS RUBIACEAS

A familia Rubiaceae € 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
formacgdes vegetais diferentes, com uma grande ocorréncia na Mata Atlantica (SOUZA;
LORENZI, 2005).

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

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

A Borreria latifolia é planta nativa no Brasil, ocorrendo com maior intensidade
nas regides Sudeste, Centro-oeste, Sul e também Norte (KISSMANN; GROTH, 1995). E
uma espécie herbacea, anual, vegetando em areas ocupadas por lavouras anuais e/ou
perenes (MOREIRA; BRAGANCA, 2010). A propagac¢ao dessa espécie se da via semente
e possui nitida preferéncia por solos pobres e acidos e tolerando um certo grau de
sombreamento competindo assim com a cultura durante todo o ciclo (LORENZI, 2008).

Richardia brasiliensis € uma espécie herbacea, anual e que se desenvolve
em todo o pais de forma espontdnea (MOREIRA; BRAGANCA, 2010). Possui grande
vigor vegetativo cobrindo completamente o solo a semelhanca de um tapete, sendo
considerada umas das principais infestantes das culturas de soja e milho das regides Sul
e Centro-Oeste apresentando maior interferéncia no inicio dos ciclos de culturas de verao
(LORENZI, 2008).

5.2.MECANISMOS DE TOLERANCIA EM PLANTAS DANINHAS
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Existem diversos mecanismos que podem conferir tolerancia das plantas
daninhas aos herbicidas, podendo influenciar negativamente o mecanismo de acéo
destes compostos, destacando-se a menor absorcdo e/ou translocagdo do herbicida,
maior metabolizacdo do herbicida a substancias menos fitotoxicas, compartimentalizacao
das moléculas intactas dos herbicidas, falta de afinidade do herbicida pelo sitio de acdo
especifico, além de superproducéo da enzima-alvo (SILVA et al., 2007).

O herbicida glyphosate € aplicado em pds-emergéncia e, para alcancar sua
eficiéncia, é necessario que ocorra a retencao da molécula na superficie foliar, penetracédo
foliar, translocacéo na planta até o sitio de acdo e a inibicdo da enzima-alvo 5 — enolpiruvil
chigquimato — 3 - fosfato sintase (EPSPs) (EC 2.5.1.19) (KIRKWOOD; MCKAY, 1994).

5.2.1 BARREIRAS PARA ABSORCAO DE HERBICIDAS

Para garantir a eficiéncia de um determinado herbicida no controle de
plantas daninhas é de suma importancia que ocorra a penetracdo do mesmo nos tecidos
vegetais (PROCOPIO et al., 2003). Herbicidas aplicados em pods-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 interacéo do herbicida com os processos metabélicos da planta (PROCOPIO et al.,
2003).

Possiveis alteracfes na absorcdo de herbicidas podem estar relacionadas
com as caracteristicas morfo-anatbmicas das espécies daninhas, englobando a parte
aérea e o sistema radicular, dependendo da via preferencial de absor¢céo. A espessura da
cuticula das folhas e a sua composi¢cédo quimica, podem dificultar a penetracao na planta
de certos herbicidas, enquanto facilita a penetracdo de outros dependendo do Koy
(coeficiente de particdo octanol/dgua) e da caracteristica de ionizacdo do herbicida
(SILVA et al., 2007).

O conhecimento nas caracteristicas de polaridade (polar ou apolar) dos
herbicidas € de suma importancia para ter conhecimento da rota de absorcdo dos
mesmos. Herbicidas apolares sédo absorvidos pela rota lipofilica, entretanto, os 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
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hidratada, ocorre o afastamento das placas de ceras, permitindo, assim, maior
permeabilidade e, consequentemente, maior absor¢cao do herbicida (SILVA et al., 2000).

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

As ceras epicuticulares sdo importantes na absorcdo dos herbicidas e, devido a
isso, varios trabalhos relatam que a quantidade e composi¢cdo destes compostos podem
ser as principais barreiras de absorcdo e subsequente translocacdo de herbicidas
aplicados na folhagem de plantas daninhas (HATTERMAN-VALENTI et al., 2006).

Em estudo anatdbmico realizado com as espécies Galinsoga parviflora, Crepis
incana, Conyza bonariensis e Ipomoea cairica, Procopio et al. (2003) observaram que C.
incana continha grande deposi¢ao de cera epicuticular, sendo este o principal obstaculo a
penetracdo de herbicidas, ja I. cairica a grande espessura da cuticula e baixa densidade
estomética na face adaxial, além do alto teor de cera epicuticular foram os provaveis
obstaculos constatados a penetracéo de herbicidas.

Estudo realizado para avaliar a absorcéo e translocacao de glyphosate em
Ipomoea lacunosa, Echinochloa crus-galli e Sida spinosa, Norsworthy et al. (2001)
verificaram que apenas 6% do herbicida aplicado nas folhas de Ipomoea lacunosa foi
absorvido 48 horas apos o tratamento (HAT), enquanto que Echinochloa crus-galli e Sida
spinosa absorveram 33 e 22% respectivamente, sugerindo que a tolerancia ao glyphosate
seja devido a absorcéo limitada desse herbicida.

A umidade do solo é um fator que pode influenciar, direta ou indiretamente a
eficiéncia do herbicida, pela alteracdo do estado hidrico da planta. Condi¢des de estresse
hidrico prolongado podem levar ao aumento de espessura e densidade da cuticula e da
pubescéncia, reduzindo a penetragdo, translocacdo e a metabolizacdo do herbicida
(VIDAL, 2002). Waldecker e Wyse (1985) demonstraram que a maior barreira para a
absorcdo do glifosato em plantas de Asclepias syriaca € a superficie da folha,

principalmente se submetidas a estresse hidrico.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 COLETA DE SEMENTES DE ESPECIES RUBIACEAS, CLASSIFICACAO AO NIVEL
DE ESPECIE E PREPARACAO PARA A SEMEADURA

Sementes das espécies Borreria latifolia e Richardia brasiliensis foram
coletadas em popula¢cbes de lavouras de soja em municipios do Sudoeste do Parana e
Norte de Santa Catarina, beneficiadas, acondicionadas individualmente e identificadas.
Para a classificacdo ao nivel de espécie foram confeccionadas exsicatas de exemplares,
gue foram analisadas e identificadas pela professora Giovana Faneco Pereira da UTFPR,

Campus Pato Branco.

6.2 RESPOSTA DE ESPECIES/BIOTIPOS DE ERVA QUENTE E POAIA-BRANCA AO
GLYPHOSATE

Dois estudos foram desenvolvidos em casa de vegetacado, nas dependéncias
da Universidade Tecnolégica Federal do Parand — UTFPR, Campus Pato Branco, entre 0os
meses de janeiro e abril de 2014. As espécies empregadas nos presentes estudos foram
B. latifolia (1° estudo) e R. brasiliensis (2° estudo). Os bibtipos empregados no estudo
para cada espécie e seus respectivos locais de coleta estdo listados na Tabela 1. Os
biétipos considerados tolerantes foram coletados em lavouras de soja, com histérico de
utilizacdo do herbicida glyphosate e que apresentavam alta infestagdo dos mesmos. Os
bi6tipos considerados suscetiveis foram adquiridos junto a empresa Cosmos Agricola
Ltda., de S&o Paulo/SP.

Tabela 1 — Identificagdo dos bibtipos de B. latifolia e R. brasiliensis empregados nos experimentos com
seus respectivos locais de coleta. UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.

Espécie Identificagdo do Biétipo Local da Coleta
277 Renascenca/PR
Borreria latifolia 300 Mariépolis/PR
Sao Paulo — Cosmos Agricola* Sao Paulo — Cosmos Agricola
283 Pato Branco/PR
Richardia brasiliensis Papanduva Papanduva/SC
S&o0 Paulo — Cosmos* Sé&o Paulo — Cosmos Agricola

* Bi6tipo considerado como suscetivel ao herbicida glyphosate.
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Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdbes e seis tratamentos. Para as duas espécies, 0
experimento foi arranjado em esquema fatorial 3 X 6 em que o primeiro fator foi

representado pelos biotipos utilizados (Tabela 1) e o segundo fator pelas doses do

herbicida glyphosate (0, 74, 163, 360, 792 e 1742 g e.a. hal) adequadas através de
experimento preliminar.

As sementes de B. latifolia foram submetidas a superacdo de dorméncia
com aguecimento a 60°C por 30 min e posterior imersdo em nitrato de potassio 2% por 3
h. J& as sementes de R. brasiliensis ndo necessitam de superagdo de dorméncia. As
sementes entdo foram postas para germinar em caixas gerbox com dupla camada de
papel de germinacdo umedecido com agua destilada. Aproximadamente 15 dias apoés a
germinacao foram transplantadas duas plantulas de B. latifolia e R. brasiliensis para 0s
experimentos 1 e 2, respectivamente, em vasos de polietilieno com capacidade de 5 dm?
de solo do tipo Latossolo Vermelho distroférrico previamente peneirado, coletado na area
experimental da UTFPR, livre de propagulos de espécies Rubiaceae. Apds 20 dias
realizou-se o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.

Quando as plantas estavam com seis a oito folhas totalmente expandidas

aplicou-se o glyphosate. Os tratamentos foram aplicados com pulverizador costal
pressurizado por CO, a 43 Ibf/pol? acoplado a esse uma barra de 1 m de largura, com

pontas do tipo leque 110.02, distanciados entre si de 0,50m, em barra com 1,5 m de

largura, totalizando volume de calda de 200 L ha™L.

As condicbes meteorolégicas no inicio e final das aplicacdes foram as
seguintes: temperatura do ar (T°C): 24 e 21,8; umidade relativa do ar (UR%): 84 e 88,6.

Aos 14 e 28 dias apoés a aplicacdo (DAA) dos tratamentos foram realizadas
avaliagdes de controle visual baseadas na escala proposta por Frans et al. (1986), Tabela
2, onde 0% representa efeito nulo de sintomas de herbicidas sobre as plantas e 100%
representa morte das plantas.

Apés a ultima avaliacdo (28 DAA) realizou-se a coleta da parte aérea das
plantas, com posterior secagem das mesmas em estufa com circulacdo de ar forgcada a
60°C, até atingir massa constante para quantificacdo da massa seca da parte aérea
(MPAS).

Os dados de controle visual foram transformados para 100 — % de controle.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia dos resultados pelo teste F a
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5% de probabilidade de erro com o auxilio do programa Winstat (MACHADO e
CONCEICAO, 2005). A relacéo entre niveis de fator quantitativo e variaveis resposta foi

ajustada por regressdo nao linear, com o auxilio do programa Sigmaplot 10.0. Por meio

do modelo ajustado foram calculados os valores de C, (dose necessaria para atingir 50%

de controle) e GRg, (Dose necessaria para reduzir em 50% a MPAS) para cada espécie.

Tabela 2 — Sistema de 0 a 100 para avaliagcdo do controle das plantas daninhas por herbicidas (Adaptado
de FRANS et al., 1986). UTFPR Campus Pato Branco, 2015.

% Descri¢édo das categorias Descri¢do detalhada dos niveis de controle
0 Sem efeito Sem controle

10 Efeito leve Controle muito pobre

20 Efeito leve Controle pobre

30 Efeito leve Controle de pobre a deficiente
40 Efeito moderado Controle deficiente

50 Efeito moderado Controle deficiente a moderado
60 Efeito moderado Controle moderado

70 Efeito severo Controle algo inferior a satisfatorio
80 Efeito severo Controle de satisfatério a bom
90 Efeito severo Controle muito bom a excelente

100 Efeito total Destruicao total da planta

A partir dos valores de C., e GR., estimados pelo programa obtiveram-se

os fatores de tolerancia (FT) para cada biotipo. Calculou-se o FT por meio do quociente

do Cg, ou do GR;, de cada bidtipo pelo Cg, ou GR, do bidtipo considerado como

suscetivel ao herbicida. Esse fator representa um indice comparativo do bi6tipo de maior

tolerancia, em relacdo ao bidtipo de menor tolerancia (HALL et al., 1998; DIAS et al.,

2003). Pelas equacdes ajustadas foram calculadas também o C;, ou GR;, e 0 Cgy 0Ou

GR,,, com o auxilio da planilha eletronica Excel®. Realizou-se também a andlise da

80’
correlacao de Pearson entre os dados de reducdes de controle e da MPAS com o auxilio
do programa Genes (CRUZ, 2006).

6.3 QUANTIFICACAO DE CERAS EPICUTICULARES EM FUNCAO DE
ESPECIES/BIOTIPOS DE RUBIACEAS E DA VARIACAO DE AGUA NO SOLO

Dois experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticbes e dois tratamentos, em vasos plasticos com
volume de 4400 cms3, alocados em casa de vegetacdo, nas dependéncias da UTFPR,
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Campus Pato Branco (26°07’S e 52°41'W). Para todos os biotipos utilizados as sementes
foram colhidas a partir de um conjunto de plantas do mesmo ponto de coleta (bulk).

O experimento consistiu da utilizacdo de bibtipos das espécies B. latifolia e
R. brasiliensis que apresentaram respostas contrastantes ao herbicida glyphosate no
experimento de curva dose-resposta.

Foram utilizadas trés plantas por vaso de cada espécie/biotipo selecionado.
Utilizaram-se seis biotipos, trés de B. latifolia e trés de R. brasiliensis, que foram
submetidos a dois regimes hidricos distintos, o primeiro proximo a capacidade de campo
do solo (CC) e o segundo, proximo ao ponto de murcha permanente (PMP). Determinou-
se 0 PMP e CC em mesa de tenséo, conforme Klein (1998), no Laboratério de Fisica do
Solo da UTFPR, Campus Pato Branco, sob a condicdo desestruturada de solo. Foram
coletadas amostras de solo indeformadas, em anéis volumétricos de 60mm de altura e
60mm de diametro, diretamente dos vasos utilizados nos experimentos, obtendo-se a
curva de retencdo de agua especifica, bem como as respectivas umidades para cada
regime hidrico (CC a 47% e PMP a 26% de umidade).Foi mantida a umidade
correspondente a 80% da CC para alta disponibilidade hidrica e cerca de 30% da CC para
o PMP.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao até alcancarem o estadio
fenolégico de 4 folhas totalmente expandidas, a partir do qual foram submetidas a
condicdo hidrica especifica, onde a manutencdo da condi¢do hidrica contrastante nos
vasos foi efetuada através da sua pesagem diaria, com reposicdo do volume de agua
necessario para alcancar a condicao ideal.

Apos alcancar o estadio de 6 folhas verdadeiras (ao final de doze dias no
interior da casa de vegetacdo), sob condicao hidrica especifica, procedeu-se a extracao
das ceras epicuticulares de duas folhas do terco médio de cada planta em duas plantas
por repeticdo. Foi mensurada a area foliar, conforme metodologia utilizada por Monquero
et al (2005), com algumas adaptacdes, com o integrador de area foliar LICOR 3100 e em
seguida, as folhas foram lavadas em &agua destilada para retirar possiveis impurezas,
mergulhadas em uma solucéo extratora de cloroférmio+metanol (90+10 mL) em copos de
becker de vidro, sendo agitados cuidadosamente por 30 segundos para evitar ruptura das
folhas e extravasamento de clorofila e outros compostos. Apos, a solugéo foi colocada em
capela de exaustao até completa evaporacéo dos solventes. Em seguida, o residuo (cera)

foi quantificado através de pesagem. Calculou-se o quociente entre a quantidade de cera
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e a area foliar de cada amostra expressando-a em pg cm2. A cera foi ressuspensa e
transferida para frascos do tipo “vials” de 1,5 mL para futura analise da composicéao.

Os dados foram submetidos a analise da variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade de erro experimental, com auxilio do programa estatistico WINSTAT
(MACHADO; CONCEICAO, 2005). As médias de variaveis qualitativas foram comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). Os graficos foram confeccionados com o auxilio do

programa computacional Sigmaplot 10.0.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 CONTROLE DE ERVA QUENTE

Todas as varidveis analisadas para a espécie B. latifolia apresentaram
significancia para bidtipo x doses ao nivel de 5% de probabilidade. Aos 14 DAA (Figura 1

A) houve grande variabilidade de resposta dos bibtipos as doses de glyphosate
empregadas. Os niveis de controle dos bidtipos 277 e 300 para a dose 792 g e.a. ha™t
(dose superior & usada na préatica de 720 g ha® de e.a.) foram os mais baixos, atingindo

76 e 73%, respectivamente. As menores doses empregadas 74 e 163 g hal de e.a.
apresentaram baixos niveis de controle para todos os biétipos testados proporcionando

controle méaximo de 25%.

A dose de 360 g hal de e.a. de glyphosate foi fortemente discriminadora,
pois provocou diferencas de controle muito grandes entre os bi6tipos. Para esta dose o
bi6tipo S&o Paulo (suscetivel), apresentou aproximadamente 100% de controle, enquanto

gue os niveis de controle dos biotipos 277 e 300 foram 28 e 26%, respetivamente. A

mesma dose ( 360 g hal de e.a. de glyphosate) apresentou resposta diferencial de
controle entre todas as testadas, ou seja, para o0 bibétipo suscetivel houve
aproximadamente 100% de controle e ja para os biotipos 277 e 300 apresentaram
controle de 43 e 44 % de controle, respectivamente. Os biétipos 277 e 300 destacaram-se
por apresentarem maior tolerancia ao glyphosate (Figura 1 B).

Com os resultados supracitados anteriormente, evidencia-se que os bibtipos
de B. latifolia coletados em diferentes locais do Parana e Norte de Santa Catarina

apresentam variabilidade de tolerancia ao herbicida glyphosate.
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Figura 1 - Controle (100 — controle) de biotipos de Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum. aos 14 DAA (A) e 28
DAA (B) em resposta a doses de glyphosate. UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.
Barras verticais representam o erro padrdo da média de cada tratamento.

A correlagdo entre os metodos distintos de calculo do C, aos 14 DAA foi

alta (0,99) (Tabela 3). Em relagao aos valores de C, ajustados pelo SigmaPlot, aos 14
DAA (Tabela 3), os maiores valores foram alcancados pelos bidtipos 277 e 300
totalizando 560,87 e 527,80 g hal de e.a., respectivamente, enquanto no bi6tipo
suscetivel foi de apenas 208,79 g ha™ de e.a..

Os maiores valores de C., estimados pelo Programa Excel foram para os

mesmos biétipos supracitados anteriormente, totalizando 540 e 518 g hal de e.a,

respectivamente (Tabela 3). O biétipo Sao Paulo apresentou os menores valores de C, €

Cg inferiores a 204 e 269 g ha'l de e.a., respectivamente.

Tabela 3 - Parametros das equagdes ajustadas, Cg, e Cg, para o controle dos bidtipos de Borreria latifolia
(Aubl.) K.Schum. aos 14 DAA em resposta a doses de glyphosate. UTFPR, Pato Branco - PR,

2015.
o Parametros’ - -
Biotipos A B XO(CSO)* R2 C50 C80
277 95,69 2,38 560,87 0,99 540 981
300 97,82 2,48 527,80 0,99 518 912
Sao Paulo? 95,32 5,20 208,79 0,99 <204 <269

1Equag:e”wo logistica de trés parametros. 2Bi(’)tipo considerado suscetivel. A= Assintota maxima, B=
declividade da curva, C5,= Dose que proporciona 50% de controle, Cg,= Dose que proporciona 80% de
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controle. *Valores ajustados pelo programa Sigmaplot. **indices estimados por meio da planilha eletrénica
Excel®.

A correlacdo entre os métodos distintos de calculo do C, aos 28 DAA foi
alta (0,99) (Tabela 4). Em relacao aos valores de C., ajustados pelo SigmaPlot, aos 28
DAA (Tabela 4), verificou-se que os biétipos 277 e 300 apresentam os maiores valores de

Cg, aos 28 DAA totalizando 403,73 e 384,80 g hal de e.a., respectivamente, ja o biétipo

suscetivel apresentou Cy, apenas 99,419 hal de e.a., muito inferior aos outros dois
biotipos.

Os maiores valores de Cg, estimados pelo Programa Excel foram para os
mesmos biétipos (277 e 300) totalizando 380 e 378g hal de e.a., respectivamente. O
biétipo S&o Paulo necessitou aproximadamente de 100 g ha™ de e.a. para atingir 80% de

controle.

Tabela 4 - Parametros das equacdes ajustadas, Cg,, Cg, e Fator de tolerancia (FT) para o controle dos

biétipos de Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum. aos 28 DAA em resposta a doses de glyphosate.
UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.

Parametros® C o+ O
Biotipos A B X0(Cgo)*™ R 50 80 FT
277 89,27 4,02 403,73 0,96 380 549 4,1
300 95,93 4,76 384,80 0,99 378 509 3,9
Sao Paulo? 99,92 3,03 99,41 0,99 99 157 1

TEquacso logistica de trés parametros. 2Biotipo considerado suscetivel. A= Assintota maxima, B=
declividade da curva, Cg,= Dose que proporciona 50% de controle, Cg4,= Dose que proporciona 80% de

controle. *Valores ajustados pelo programa Sigmaplot. **indices estimados por meio da planilha eletrénica
Excel®.

Os fatores de tolerancia (FT) variaram entre 1,0 (biétipos Séo Paulo e 4,1

(bidtipo 277) calculados com base no Cg, (Tab.3). Para os bidtipos 277 e 300 o fator de

tolerancia situa-se proximos a 4,0, expressando que esses bibtipos necessitaram de
qguatro vezes a dose do biotipo suscetivel (Sdo Paulo) para atingir 50% de controle das
plantas. O bi6tipo Sao Paulo, apresentou FT préximo a 1.

Os resultados observados para massa da parte aérea verde (MPAV) e seca
(MPAS) reforcam os dados apresentados para o controle visual, evidenciando elevada
variabilidade de resposta ao glyphosate entre os bi6tipos de B. Latifolia testados. Os

biotipos 277 e 300 tiveram pouca reducdo na MPAS, totalizando 79 e 81%,
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respectivamente com o emprego da maior dose de glyphosate. No entanto, verifica-se
gue o bidtipo Sdo Paulo apresentou aproximadamente 90% de reducdo da MPAS com

apenas 163 g hal de e.a., ficando evidente a suscetibilidade ao herbicida glyphosate
(Figura 2 B).
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Figura 2 - Reducdo da massa da parte aérea verde (A) e massa da parte aérea seca (B) de bidtipos de
Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum. aos 28 DAA em resposta a doses de glyphosate. UTFPR,
Pato Branco - PR, 2015.
Barras verticais representam o erro padrdo da média de cada tratamento

A correlagado entre os metodos distintos de calculo do GR, foi alta (0,99)

(Tabela 5). Em relacdo aos valores de GR;, ajustados pelo SigmaPlot, verifica-se que os
bidtipos 277 e 300 necessitaram maiores doses para obter 50% de reducdo da massa

seca, totalizando 264,52 e 256,78 g ha™! de e.a., respectivamente. No entanto, o bi6tipo
Sao Paulo apresentou GR inferior a 100 g halde e.a..

Os valores de GR, estimados pelo Programa Excel variaram entre 73 e 294
g e.a. hale osde GRg, entre 115 e 876 g hal de e.a. (Tabela 5). O biétipo S&o Paulo
apresentou o menor GR;, e GRso, confirmando sua suscetibilidade. Os bi6tipos 277 e 300
necessitaram as maiores doses para reduzir em 80% MPAS (GRg), ou seja, acima 800 g

hal de e.a., sendo, no entanto, dose superior a usualmente utilizada em lavouras

comerciais.
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Tabela 5 - Parametros das equagdes ajustadas, GR;, GRg, € Fator de tolerancia (FT) para MSPA dos

biétipos de Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum. aos 28 DAA em resposta a doses de glyphosate.
UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.

Parametros’
" rgm GR *% GR *%
Biotipos A B XO(GRSO)* R2 50 80 FT
277 106,28 1,22 264,52 0,91 291 876 3,7
300 109,78 1,30 256,78 0,94 294 815 3,6
S3o0 Paulo? 102,04 3,03 72,21 0,99 73 115 1

1Equagéo logistica de trés parametros. 2Biétipo considerado suscetivel. A= Assintota maxima, B=
declividade da curva, GRg,= Dose que proporciona 50% de reducéo da MSPA, GR4,= Dose que

proporciona 80% de redugdo da MSPA. *Valores ajustados pelo programa Sigmaplot. **indices estimados
por meio da planilha eletrénica Excel®.

A correlagédo entre os FT's calculados por meio do controle visual aos 28
DAA e MPAS foi de 0,88. Os FT's calculados por meio da MPAS foram ligeiramente
inferiores aos calculados pela variavel controle, mas os FT's obtidos por ambas as
varidveis permitiram a identificacdo dos bidtipos mais tolerantes. Nenhum bibtipo
apresentou FT menor que 1, ou seja, o bidtipo tido como suscetivel, foi o melhor

controlado pelo herbicida glyphosate, dentre os estudados.

7.2 CONTROLE DE POAIA BRANCA

Todas as variaveis analisadas para a espécie R. brasiliensis apresentaram
significancia para bidtipo x doses ao nivel de 5% de probabilidade. Analisando a variavel

controle (Figura 3), observou-se aos 14 DAA (Figura 3 A) que houve respostas

contrastantes entre os bi6tipos avaliados, para a dose 792 g ha™l de e.a.. Os biétipos
Papanduva e 283 ndo apresentaram controle satisfatorio, totalizando 38 e 17%,

respectivamente, enquanto o biétipo Sdo Paulo (considerado suscetivel) apresentou 89%

de controle. Quando foi aplicada a dose 1742 g hal de e.a., o biétipo suscetivel
apresentou 100% de controle e Papanduva e 283 apresentaram apenas 48 e 22% de

controle, respectivamente. O S&o Paulo apresentou controle de 44% com a dose de 360 g

hal de e.a., sendo que para a mesma dose, o bi6tipo 283 apresentou apenas 10% de

controle.
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Figura 3 — Controle (100 — controle) de biétipos de Richardia brasiliensis Gomes aos 14 DAA (A) e 28 DAA
(B) em resposta a doses de glyphosate. UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.
Barras verticais representam o erro padrdo da média de cada tratamento.

Aos 28 DAA, houve incremento significativo nos niveis de controle e reducéo

das diferencas entre biétipos (Figura 3 B), os biétipos Papanduva e 283 apresentaram
menor controle na dose 792 g halde e.a. totalizando 73 e 53%, respectivamente. A maior
dose (1742 g ha'lde e.a.) resultou em 100% de controle para o biétipo suscetivel, porém,
nao houve morte total das plantas para os biotipos Papanduva e 283 totalizando 93 e 79%
de controle, respectivamente.

A correlagao entre as duas formas de calculos do C, aos 14 e 28 DAA foi
elevada (0,99) e significativa (Tabelas 6 e 7). Em relacao aos valores de C, ajustados

pelo SigmaPlot aos 14 DAA (Tabela 6), observou-se que os biétipos Papanduva e 283

necessitaram de dose acima de 1000 g hal de e.a. para obter controle de 50% das

plantas. Entretanto, o bidtipo suscetivel atingiu 0 mesmo controle supracitado com
apenas 380 g haldee.a..

Os maiores valores de Cg, aos 14 DAA (Figura 3) estimados pelo Programa
Excel foram para os biétipos Papanduva e 283 totalizando 1531 e 1440 g ha™l de e.a.,
enquanto o bi6tipo suscetivel necessitou apenas 380 g ha™l de e.a. para atingir 50% de

controle das plantas. Em relacdo ao Cg, 0s mesmos bidtipos destacaram-se,

apresentando um valor de Cg, superior a maior dose testada no presente estudo, sendo
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incluidos no grupo dos mais tolerantes (Cg, acima de 1000). O bidtipo suscetivel

apresentou Cq, de 692 g ha™t de e.a..

Tabela 6 - Parametros das equacgdes ajustadas, C., e Cg, para o controle dos bidtipos de Richardia
brasiliensis Gomes aos 14 DAA em resposta a doses de glyphosate. UTFPR, Pato Branco - PR,

2015.
Parametros’ C C. *
Biotipos A B XO(CSO)* R2 50 80
283 100,82 0,63 1403,93 0,97 1440 >1742
Sao Paulo 92,51 2,42 406,48 0,98 380 692
Papanduva 101,67 0,56 1443,28 0,86 1531 >1742

1Equagé\o logistica de trés parametros. 2Bic’:tipo considerado suscetivel. A= Assintota maxima, B=
declividade da curva, C,= Dose que proporciona 50% de controle, Cg4,= Dose que proporciona 80% de

controle. *Valores ajustados pelo programa Sigmaplot. **indices estimados por meio da planilha eletrénica
Excel®.

Com os resultados apresentados para as espécies B. latifolia e R.
brasiliensis verificou-se grande variabilidade de resposta ao glyphosate entre os biétipos
de ambas as espécies. O bibtipo de B. latifolia 277 foi 0 mais tolerante entre os testados,

apresentando Cg, de 404 g haldee.a, Cgode 549 g hal de e.a., e FT de 4,1 (Tabela 4).

Para R. brasiliensis o bidtipo 283 foi o mais tolerante entre os testados, apresentando Cg,

de 735,56 g ha™* de e.a., Cg, de 1816 g ha™* de e.a. e FT de 2,55 (Tabela 7).

Em relagéo aos valores de Cg, ajustados pelo SigmaPlot, aos 28 DAA

(Tabela 7), observou-se que os bibtipos 283 e Papanduva apresentaram 0S maiores

valores de C totalizando 735,56 e 429,80 g ha! de e.a., respectivamente. Entretanto, o

bi6tipo suscetivel apresentou Cs, de 288,88 g ha! de e.a..

O maior valor de C, estimado pelo Programa Excel foi para o biotipo 283

apresentando C, de 724 g ha! de e.a. para provocar 50% de controle. Doses acima de

400 g ha'l de e.a. foram necessarias para que o bi6étipo Papanduva fosse controlado em

50%. O biétipo suscetivel apresentou Cs, de 345 g ha™ de e.a.. O bi6tipo 283 apresentou

um Cg, superior a maior dose utilizada no experimento (1742 g ha de e.a.) enquanto
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que o biétipo Sdo Paulo (suscetivel), necessitou de apenas 533 g hal de e.a., para

provocar o mesmo efeito (Tabela 7).

Tabela 7 - Parametros das equacdes ajustadas, Cg,, Cg, € Fator de tolerancia (FT) para o controle dos

biotipos de Richardia brasiliensis Gomes aos 28 DAA em resposta a doses de glyphosate.
UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.

Parametros* G G
Biotipos A B X0Cy) R 50 80 FT

283 98,86 1,57 735,56 0,99 724 >1742 2,55
Séo Paulo 93,21 2,29 288,88 0,98 345 533 1
Papanduva 96,94 1,52 429,80 0,98 412 1043 1,49

lEquacdo logistica de trés parametros.?Bidtipo considerado suscetivel. A= Assintota maxima, B=
declividade da curva, C5,= Dose que proporciona 50% de controle, Cg,= Dose que proporciona 80% de

controle. *Valores ajustados pelo programa Sigmaplot. **indices estimados por meio da planilha eletrdnica
Excel®.

Houve reducédo expressiva da MPAS com o incremento das doses de
glyphosate (Figura 4), corroborando com os dados apresentados para o controle visual,
demonstrando elevada variabilidade de resposta ao glyphosate entre os bi6tipos de R.

brasiliensis avaliados. O biotipo 283 apresentou menor reducédo de 73% na MPAS com o

emprego da dose 792 g hal de e.a., enquanto o bi6tipo Sdo Paulo (suscetivel)
apresentou 87% de reducéo, na mesma dose. Quando foi empregado a maior dose (1742

g hal de e.a.) o bi6tipo 283 apresentou reducdo de 76% na MPAS com 76%, e no o

bi6tipo suscetivel a reducéo foi de 90%.
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Figura 4 - Reducdo da massa da parte aérea verde (A) e massa da parte aérea seca (B) de bidtipos de
Richardia brasiliensis Gomes aos 28 DAA em resposta a doses de glyphosate. UTFPR, Pato
Branco - PR, 2015.
Barras verticais representam o erro padrdo da média de cada tratamento.



38

A correlagéo entre as duas formas de calculos do GR, foi elevada (0,99) e
significativa (Tabela 8). Os valores estimados pelo SigmaPlot de GRy, variaram entre
24,73 (bidtipo Sdo Paulo) & 459,77 g ha! de e.a. (bidtipo 283) (Tabela 8). Os valores
estimados pelo Excel para GRg, 24,5 (bidtipo Sdo Paulo) a 473 ¢ hal de e.a. (biétipo
283) e os de GRg, variaram entre 794 e >1742 ¢ hal de e.a. (Tabela 8). O biétipo
Papanduva apresentou um GRg, superior a maior dose utilizada, ou seja, essa dose

( 1742 g ha'l de e.a.) ndo foi capaz reduzir 80% da MSPA do biétipo. Para efeito de

comparagao, o bidtipo Sao Paulo, considerado suscetivel apresentou GRg, de apenas

794ghaldeea.

Tabela 8 - Parametros das equagOes ajustadas, GR;,, GRg, € Fator de tolerancia (FT) para MPAS dos

biotipos de Richardia brasiliensis Gomes aos 28 DAA em resposta a doses de glyphosate.
UTFPR, Pato Branco - PR, 2015.

o Parametros*
Biotipos A B XO(GRg)* R® GRg* GRg*™  FT
283 102,31 1,59 459,77 0,89 473 1116 18,59
Séo Paulo 99,84 0,39 24,73 0,93 24,5 794 1,00
Papanduva 99,39 0,39 58,44 0,70 56 >1742 2,36

lEquacdo logistica de trés parametros. 2Bi6tipo considerado suscetivel. A= Assintota maxima, B=
declividade da curva, GR;,= Dose que proporciona 50% de reducdao da MSPA, GRg,= Dose que

proporciona 80% de reducdo da MSPA. *Valores ajustados pelo programa Sigmaplot. **indices estimados
por meio da planilha eletrdnica Excel®.

Essa grande variabilidade dentro de biétipos de uma mesma espécie pode
ser atribuida aos processos de selecdo que as populacdes de plantas daninhas séo
submetidas. O glyphosate é o herbicida mais utilizado mundialmente, em func¢éo do baixo
preco pago pelos produtores e elevada eficiéncia. Embora o glyphosate seja um dos
principais herbicidas empregados nas lavouras de soja no Parana e Santa Catarina desde
a década de 80, foi a ampla e rapida adocdo de culturas geneticamente modificadas
(CGM) com resisténcia a esta molécula, que seu uso se intensificou. Atualmente, o mais
alto risco na adocdo de CGM no Brasil e América do Sul deve-se a selecao de plantas
daninhas com resisténcia e/ou tolerancia a herbicidas (CERDEIRA et al., 2010).

As plantas daninhas sdo organismos biolégicos evoluindo em resposta as

mudancas ambientais (distlrbio e estresse) que resulta na alteracdo dos metabdlitos e
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resisténcia e/ou tolerancia de plantas daninhas a herbicidas. A utilizacdo repetitiva de uma
mesma molécula ou de herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo e espectro de
controle de plantas daninhas por diversos anos, além de aumentar o risco de selecado de
plantas resistentes, também provoca a mudanca da flora infestante, devido a selecéo de
espécies com maior tolerancia ao produto (MONQUERO; CHRISTOFFOLETI, 2003).

A dindmica do banco de sementes das plantas daninhas Galinsoga
parviflora, Richardia brasiliensis, Commelina benghalensis, Ipomoea grandifolia e
Amaranthus hybridus foi estudada por Monquero (2003), em areas com aplicacbes
repetitivas do herbicida glyphosate. Os resultados indicaram reducdo do numero de
sementes ao longo do tempo. Entretanto, sua aplicacdo repetitiva pode modificara
composicdo especifica de plantas daninhas da area, levando a predominancia de
espécies tolerantes ao glyphosate, como C. benghalensis, I. grandifolia e R. brasiliensis.

Na literatura o controle de B. latifolia é variavel, dependendo principalmente

da dose de glyphosate empregada e do estadio de desenvolvimento das plantas. Doses

acima de 720 g hal de i.a. sd0 necessarias para obter controle préximo a 90%,
evidenciando que essa espécie apresenta sensibilidade intermediaria as doses de
glyphosate (LACERDA,; VICTORIA FILHO, 2004). No estudo conduzido por Zarpellon et

al. (2012), o controle de B. latifolia foi de apenas 66% com dose de 2880 g i.a. ha™l aos 21

DAA, com a ocorréncia de rebrote a partir desta avaliacdo. A aplicacdo de 960 g ha™! de
i.a. de glyphosate em plantulas de B. latifolia em estadio de 1-3 e 4-6 folhas resultaram
em niveis de controle de 100 e 81,3%, respectivamente, demonstrando a importancia do
periodo de desenvolvimento para se atingir bons niveis de controle (RAMIRES et al.,
2011).

A maior tolerancia apresentada pelo biétipo 283 de R. brasiliensis testada no

presente trabalho foi semelhante a demonstrada pelo bi6tipo do estudo de Monquero et

al. (2005) ao observarem que, mesmo as maiores doses de glyphosate (2160 g ha™! de
e.a.) ndo controlaram de maneira eficiente esta planta daninha em fase adulta, sendo que

0 controle permaneceu menor que 80% aos 28 DAA.O uso isolado deste herbicida na

dose 770 g hal de i.a, para o controle de R. brasiliensis apresentou baixa eficiéncia,
tendo atingido apenas 14% de controle (SHARMA; SINGH, 2001). Resultados
semelhantes foram observados por Cechin et al. (2012), que relataram controle de 17%

aos 21 DAA, com 2880 g ha'l de e.a. de glyphosate.
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No entanto, no trabalho de Monquero et al. (2001), quando glyphosate foi

aplicado isoladamente na dose de 420 g ha! de e.a., o controle de R. brasiliensis foi de
60% aos 7 DAA e 90% aos 14 DAA, indicando a suscetibilidade desta espécie, quando o
herbicida é aplicado em condi¢cdes de pos-emergéncia inicial da planta daninha. Controle
de 99,5% dessa planta aos 28 DAA com 720 g i.a ha-1de glyphosate, superior aos demais
herbicidas alternativos testados, foi constatado por Vitorino et al. (2012). Ao pesquisarem

Richardia scabra, Reddy e Singh (1992) obtiveram nivel de controle maior que 94% com

500 e 1000 g ha! de i.a. de glyphosate.

Existem muitos fatores que podem contribuir para a existéncia de respostas
distintas de plantas daninhas a herbicidas, além da variabilidade genética inerente aos
biétipos. Entre eles, estdo as condi¢cdes de radiacdo, temperatura, disponibilidade hidrica,
umidade relativa do ar, antes e apds a aplicacdo do herbicida, ja que sdo determinantes
para 0os mecanismos de absorcdo e translocacdo (MONQUERO et al.,, 2004) e
metabolizacdo dos herbicidas pelas plantas (SANDBERG et al., 1980), interferindo na

eficiéncia dos mesmos.

7.3 QUANTIFICACAO DE CERAS

No experimento em que foi realizada a quantificacdo das ceras
epicuticulares das espécies de B. latifolia e R. brasiliensis, houve significAncia (p<0,05)
entre os regimes hidricos e entre os bibtipos para as duas espécies (Figura 5). As
guantidades de cera variaram de 62,9 a 188,7 yg cmz?, considerando-se 0s regimes
hidricos e espécies/bibtipos.

Segundo McWhorter e Ouzts (1993) a maioria das espécies apresenta

quantidades de ceras epicuticulares variando entre 10 a 200 yg cm™2, apesar de relatos

de valores superiores a 300 ug cm™2. Monquero et al(2004) avaliaram quantitativamente
as ceras epicutilares de biotipos de 1. grandifolia, A. hibridus e C. benghalensis,

encontrando valores de 37, 31,7 e 34,5 pg cm™

, respectivamente.
Quanto aos diferentes regimes hidricos, quando em umidade préxima ao

ponto de murcha permanente (PMP), todos os bidtipos apresentaram quantidades
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superiores de ceras epicuticulares quando comparados aos submetidos ao regime hidrico
de capacidade de campo (CC).

Na comparacdo de um mesmo bibtipo sob os dois regimes, destaca-se o
biétipo 283 de R. brasiliensis com uma variacdo de 100 ug cm?, sendo o que apresentou
o maior valor de FT dentre os comparados no experimento (Figura 5). A menor variacao
na quantidade de ceras foi observada no bidtipo S&o Paulo de B. latifolia, considerado
suscetivel. Scalcon (2013) em experimento semelhante com /. grandifolia, encontrou
variacdes de 47,9 até 89,5 ug cm2 no teor de ceras epicutilares, e também detectou
menor variagcdo encontrada no biétipo suscetivel e a maior atribuida ao tolerante.

Portanto, diferencas podem ser evidenciadas na deposicdo de ceras
epicuticulares quando comparados biétipos respondendo diferentemente ao glyphosate e
submetidos a diferentes regimes hidricos (Figura 5).

160 200
Aa B)
A) 180 . CC
140 1 . CC Aa [ PMP
1 PMP B
=2 160 -
120 4
140 Ba
— &
wE 100 - Ab ‘e 120 Ba
S Ca >
2 g = 100 4 Ab
bt Ba o @ Ab AD
Z el 3 80 -
60
40 4
40 4
20 A
20
0 : : . 0
Séo Paulo 277 300 Séo Paulo Papanduva 283
Bidtipos Bidtipos

Figura 5 - Producao de cera epicuticular por area foliar em biotipos de R. brasiliensis (A) e B. latifolia (B),
com distintas respostas ao herbicida glyphosate (suscetivel, moderadamente tolerante e tolerante)
desenvolvidas em dois regimes hidricos contrastantes (CC = 80% da umidade da Capacidade de Campo e
PMP = umidade préxima ao Ponto de Murcha Permanente). UTFPR Campus Pato Branco, 2015. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p= 0,05), minlsculas comparam
tratamentos para cada bi6tipo e mailsculas comparam tratamento entre bidtipos.

A resposta encontrada para o bidtipo 283, considerado tolerante pelo
experimento de curva dose resposta, pode estar relacionada a menor absor¢cdo do
glyphosate, caracterizando um potencial mecanismo responsavel pela tolerdncia ao
herbicida. Contudo, € importante evidenciar que as diferencas entre bibtipos sao
encontradas somente sob a condicdo hidrica de PMP, enquanto que sob CC, as

diferencas nos teores de cera obtidos foram pequenas. Assim, pode-se alegar que o fator
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gue induziu a deposicdo ou ndo de ceras epicutilares foi a condicdo hidrica a que as
plantas foram submetidas, visto que nos biétipos sob CC foram quantificados menores
valores de ceras. Além disso, € importante salientar que nao foram efetuadas analises da
natureza quimica das substancias componentes das ceras. A andlise qualitativa das ceras
epicuticulares pode fornecer informacfes importantes, pois a absorcdo do herbicida
glyphosate poderia ser reduzida em populagdes que apresentassem maiores quantidades
de componentes lipofilicos. Para Ahrens (1994) substancias polares sdo mais facilmente
absorvidas por plantas que apresentam cera epicuticular com composi¢cao quimica mais
polar. Segundo Heredia et al. (1998), a composicdo quimica das ceras se reflete no grau
de cristalidade, e a possibilidade de constituir, na membrana, uma pelicula que atua como
interfase entre a célula vegetal e 0 meio, sendo uma barreira protetora a radiacdo solar e
a entrada de produtos quimicos e contaminantes.

Segundo Bianchi e Bianchi (1990), a camada cuticular pode variar em
espessura e composicdo conforme condicbes ambientais a que sdo submetidas, como,
por exemplo, vento, temperatura, radiagdo e condi¢cdo hidrica do solo. Para Heredia et al.
(1998), cuticulas espessas ndao diminuem a perda de agua quando comparadas as
cuticulas mais finais, porém, asseguram protecao a folha. Para Oliveira e Bacarin (2011),
0 obstaculo de maior significancia para a absorcéo foliar de herbicidas hidrofilicos, como &
0 caso do glyphosate, sdo as ceras epicuticulares. Geralmente, a maior deposi¢cao dessas
ceras esté relacionada ao déficit hidrico.

Segundo Procopio et al (2003), a forma como os herbicidas penetram nas
folhnas ainda ndo é completamente clara, porém, admite-se que dependendo de sua
solubilidade e polaridade, duas rotas de absorgcdo distintas existam, uma pela qual
herbicidas lipofilicos se solubilizam nos componentes lipofilicos da cuticula e se difundem
através da mesma, outra através da agua responsavel de hidratacdo da cuticula, que
apresenta estrutura porosa e mantém-se hidratada, dependendo das condi¢des
ambientais. Desta maneira, sob condicdes de PMP, a cuticula encontraria-se menos
hidratada, dificultando a absorc¢éo do herbicida.

Segundo Monquero (2003), a absorcéo do herbicida glyphosate ocorre em
duas fases, a primeira, uma absorcdo rapida através da cuticula e a segunda, com
transporte lento via simplasto através dos tecidos vasculares. Para Kirkwood e McKay
(1994), a eficiéncia do herbicida glyphosate depende de processos como a retencao do

herbicida na superficie foliar, penetracéo foliar e translocacao até a enzima alvo.
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O controle obtido para o bidtipo considerado suscetivel pode ser explicado
pelo baixo teor de ceras encontrado. Segundo Wanamarta e Penner (1989) a
translocacdo é um processo essencial para a eficacia do herbicida. Dessa maneira, 0s
maiores teores de cera também podem explicar a necessidade de maiores doses para o
controle.

A quantidade de cera epicuticular presente nas folhas pode interferir de
maneira decisiva na absor¢ao do herbicida aplicado na folhagem (HESS e FALK, 1990
apud PROCOPIO et al., 2003). Em superficies foliares que possuem baixo teor de cera
epicuticular (ex: Beta Vulgaris), as gotas da calda herbicida pulverizada cobrem grandes
areas, produzindo varios depdsitos nas depressdes acima das paredes anticlinais, mas
quando o mesmo herbicida € aplicado de forma similar sobre uma folha com altos niveis
de cera epicuticular (ex: Cynodon dactylon), os depoésitos formados sdo menores,
ocasionando menor porcentagem da superficie foliar coberta com o herbicida e, assim,
reduzindo o namero de células onde a absorcdo poderia ocorrer (HESS e FALK,1990
apud PROCOPIO et al., 2003).

Machado et al (2000) constatou que plantas de Cyperus rotundus L. quando
submetidas a capacidades de saturacdo do solo de 30 e 45%, manifestaram estresse
hidrico, dificultando a absorcéo e translocacédo do herbicida halosulfuron, causando uma
menor fitointoxicagao.

Com base na literatura e nos resultados encontrados nos experimentos de
curva dose resposta e quantificacdo de ceras, pode-se relacionar a tolerancia de
biétipos/espécies com a producao de ceras, sendo que, quanto maiores os teores de cera
quantificados, maior a dose necessaria para controle. Como a deposicdo de ceras foi
maior na condicdo de baixa disponibilidade hidrica, deve-se atentar as condicdes
ambientais no momento da aplicacdo, para favorecer a absorcdo do herbicida e

conseguentemente o controle efetivo das espécies daninhas.
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8 CONCLUSOES

Houve variabilidade de resposta ao herbicida glyphosate entre os biotipos
das espécies B. latifolia e R. brasiliensis coletados em diferentes locais do sudoeste do
Parana e Norte de Santa Catarina.

Os bidtipos de B. latifolia 277 e 300 e os bittipos de R. brasiliensis 283 e
Papanduva ndo foram controlados com doses de glyphosate acima da usualmente
utilizada nas lavouras, evidenciando selecédo pelo uso repetitivo do herbicida glyphosate.

Os bidtipos de R. brasiliensis apresentaram maior tolerancia ao glyphosate
comparativamente aos bibtipos de B. latifolia.

A producédo de ceras epicuticulares foi incrementada pelo déficit hidrico,
sendo que os biotipos 283 (R. brasiliensis) e 277 e 300 (B. latifolia), com maior tolerancia
ao glyphosate, também foram os que incrementaram maior deposicdo de ceras
epicuticulares, quando submetidos a umidade proximo ao ponto de murcha permanente,

em comparacao a capacidade de campo.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

A tolerancia das plantas daninhas a herbicidas pode estar relacionada a
determinados fatores, sendo um deles a composi¢cdo da camada cuticular das folhas da
planta. As ceras epicuticulares constituem uma barreira significativa a penetracdo de
herbicidas foliares.

No presente trabalho pode-se concluir que a condicdo hidrica do solo
interfere diretamente na deposicao de ceras epicuticulares dos biodtipos de B. latifolia e R.
brasiliensis, sendo que os considerados tolerantes pelo experimento de curva dose
resposta tiveram aumento significativo de ceras quando em condicbes de estresse
hidrico, podendo ser este um fator a incrementar a tolerancia ao glyphosate.

Contudo, outros trabalhos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de
tolerancia ao herbicida glyphosate por espécies rubiaceas, sdo eles: (a) Analise quimica
das ceras epicuticulares; (b) Analise de microscopia eletrbnica de varredura para
identificacdo da micromorfologia das folhas e das ceras epicuticulares de B. latifolia e R.
brasiliensis em condi¢cdes hidricas distintas; (c) Estudo de absorcdo, translocacdo e
metabolizacdo de glyphosate nos biotipos estudados para confirmagdo do mecanismo
responsavel pela tolerancia destas espécies ao glyphosate; (d) Avaliacdo da diversidade
genética dos bidtipos.

Neste trabalho foram encontrados resultados que corroboram outros
encontrados na literatura, indicando que a condi¢do hidrica do solo no momento da
pulverizacdo deve ser considerada, visto que plantas estressadas por déficit hidrico tém

seu controle reduzido.
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