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RESUMO: O controle de plantas daninhas é pratica essencial no manejo de culturas
agricolas, entretanto, o uso de herbicidas pode deixar de ser eficaz em algumas situacoes,
que véo desde problemas na tecnologia de aplicacdo até a selecdo de individuos tolerantes
e biotipos resistentes. No Estado da Bahia, em regides produtoras de algoddo, tem-se
verificado falhas no controle de Spermacoce verticillata L. (vassourinha de botdo) em
operacdes de dessecacdo. Em virtude disto, esta pesquisa teve como objetivos: 1,
determinar opcBes de controle em diferentes estdgios de desenvolvimento da planta
daninha, 2, verificar aspectos morfologicos da superficie foliar e 3, observar a absorcéo e
translocacdo de glyphosate pela planta nos diferentes estadios fenoldgicos. Em um
primeiro experimento foi testado o controle das plantas com aplicacdo de diferentes
herbicidas nos estagios fenologicos de 2-4 folhas verdadeiras, 4-6 folhas verdadeiras e na
emissdo de botdes florais, caracterizando a aplicacdo em pdés-inicial, pés-normal e pos-
tardia, respectivamente. Essa aplicagdo constou de 19 tratamentos arranjados em
delineamento inteiramente casualizado com 4 repeti¢fes, em esquema fatorial 19x3, onde
avaliou-se aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias o controle visual de plantas (%), acrescido, no
ultimo periodo, a avaliacdo da massa seca da parte aérea das plantas remanescentes. Esses
dados foram analisados pelo teste F, que, quando significativo, tiveram suas médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Em um segundo experimento,
analisou-se a absorcao foliar e translocacdo do glyphosate pelo uso da técnica de C* em
diferentes estagios fenoldgicos de desenvolvimento da planta. Essa avaliacdo foi
realizada para diferentes periodos apds a aplicacdo (4, 6, 8, 12 e 48 horas) nas diferentes
partes da planta (folhas acima e abaixo da aplicacdo, caules e raizes). Nesses mesmos
periodos as plantas foram radiografadas. Em um terceiro experimento, analisou-se a
anatomia e a morfologia foliar da espécie através de analises de microscopia eletrdnica
Optica de luz e de varredura também nos diferentes estagios de desenvolvimento da
espécie. Avaliaram-se as seguintes caracteristicas: espessura total da lamina foliar,
espessura do parénquima palicadico, espessura do parénquima lacunoso, espessura da
cuticula e das células epidérmicas nas faces abaxial e adaxial, altura e largura da nervura
central. Foram encontradas diversas opg¢des de controle quimico para S. verticillatta, que
vao desde herbicidas de contato como paraquat a sistémicos como 2,4-D, glyphosate e
diversas misturas de produtos com o glyphosate. A sensibilidade da planta foi alterada de
acordo com o estagio de desenvolvimento e o produto aplicado. Plantas em estagio mais
avancado de desenvolvimento (florescimento) apresentaram absor¢cdo mais lenta do
herbicida glyphosate e plantas em estagio intermediario absorveram menores quantidades
totais do herbicida (4-6 folhas). A translocacdo também foi facilitada em plantas novas
ou velhas, principalmente influenciada pela translocacdo acima do ponto de aplicacdo. A
translocacdo as raizes foi maior e mais rapida para plantas em menor estagio vegetativo
de desenvolvimento. Com a evolucgédo dos estagios de desenvolvimento de S. verticillata
as plantas passaram a apresentar reducgdes da sua espessura foliar, devido a reducgdes da
epiderme abaxial, das medidas dos vasos condutores e de seus parénquimas. Em estagios
mais avancgados (a partir de 6 folhas) de desenvolvimento as folhas apresentaram em sua
superficie adaxial menor quantidade de estdbmatos e maior quantidade de tricomas. N&o
foram encontradas ligacGes entre essas caracteristicas e a suscetibilidade diferencial da
espécie a aplicacbes de glyphosate. Entretanto, plantas de S. verticillata apresentaram
diversas mudancas morfoanatdmicas que podem alterar a absorcéo de outros herbicidas
nos diferentes estagios fenoldgicos.

Palavras-chave: anatomia vegetal, carbono marcado, controle quimico, vassourinha-de-
botéo



BIOLOGY AND CHEMICAL CONTROL OF Spermacoce verticillata L.

ABSTRACT: Weed control is an essential practice in cropmanagement. However, the
use of herbicides may not be effective in some situations, ranging from problems in
application technology to the selection of tolerant individuals and resistant biotypes. In
the State of Bahia, Brazil, in cotton producing areas, Spermacoce verticillata
(buttonweed) is not being controlled during burndownapplications. The objective of this
project was to determine herbicide control options at different stages of development of
plants, to verify the morphological aspects of the leaf surface of this weed and to observe
the absorption and translocation of glyphosate by the plant. In a first experiment, the
control of the plants with different herbicides was tested in the phenological stages of 2-
4 true leaves, 4-6 true leaves and in the emission of floral buds, characterizing the
application in post-initial, post-normal and post respectively. The experiment consisted
of 19 treatments arranged in a completely randomized design, where the visual control of
plants (%) was evaluated at 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days. At 42 days, the remaining plants
were dried and dry weight was recorded. These data were analyzed by the F test, which
when significant, had their means compared by the Tukey test at 5% significance. In a
second experiment, the foliar absorption and glyphosate translocation were analyzed by
the use of the C* technique in different phenological stages of plant development. This
evaluation was performed for different periods after application (4, 6, 8, 12 and 48 hours)
in the different parts of the plant (leaves above and below the application, stems and
roots). In these same periods, the plants were radiographed. In a third experiment, the
anatomy and leaf morphology of the species were analyzed through optical and scanning
electron microscopy analyzes at the different stages of development of the species. The
following characteristics were evaluated: total leaf blade thickness, chlorenchyma
thickness, parenchyma thickness, cuticle and epidermal thickness on abaxial and adaxial
surfaces, central rib height and width. Several chemical control options for S. verticillatta
have been found, ranging from contact herbicides such as paraquat to systemic, as 2,4-D
and glyphosate and several product mixtures with glyphosate. The sensitivity of the plant
was altered according to the stage of development and the herbicide applied. Plants with
more advanced stages of development (flowering) showed slower absorption of
glyphosate herbicide and intermediate plants absorbed smaller total amounts of the
herbicide (4-6 leaves). Translocation was also facilitated in new or old plants, mainly
influenced by translocation above the point of application. The translocation to the roots
was larger and faster for plants in a lower vegetative stage of development. With the
evolution of the stages of development of S. verticillata the plants began to show
reductions of their leaf thickness due to reductions of the abaxial epidermis, the
measurements of the conducting vessels and their parenchyma. In more advanced stages
(from 6 leaves) of development the leaves presented in their adaxial surface a smaller
quantity of stomata and a greater quantity of trichomes. No links were found between
these characteristics and the species differential susceptibility to glyphosate applications.
However, plants of S. verticillata presented several morphoanatomical changes that can
alter the absorption and translocation of herbicides in the different phenological stages.

Keywords: vegetal anatomy, carbon-14, chemical control, buttonweed



INTRODUCAO

Plantas daninhas sdo organismos vegetais que crescem espontaneamente em areas
onde ndo sdo desejadas. O controle dessas plantas € pratica essencial no manejo de
culturas agricolas uma vez que a presenca dessas pode acarretar perdas significativas de
produtividade. Estima-se que a perda causada por essas plantas seja de 20% no total de
alimentos produzidos no mundo. Em 2016, as plantas daninhas causaram prejuizos da
ordem de 28 bilhdes de dblares nos Estados Unidos. No Brasil o custo médio para o
controle de plantas daninhas varia entre 120 a 236 reais por hectare (ADEGAS et al.,
2017; SOLTANI et al., 2016; SILVA et al., 2007a; OERKE, 2006).

A prética de controle mais utilizada das plantas daninhas é a quimica, devido a
fatores como custo, praticidade e eficacia. No entanto, o uso isolado de herbicidas com
um mesmo mecanismo de acdo pode levar a diversos problemas, como a selecdo de
espécies tolerantes e/ou populagdes resistentes. Ainda o uso isolado de herbicidas pode
causar problemas de ordem ambiental (CROSS et al., 2015; CHAUHAN, 2012).

A espécie Spermacoce verticillata L., cujo um dos nomes vulgares é vassorinha
de botdo, vem nos Gltimos anos sendo relatada como problema em areas de producéo
localizadas no Estado da Bahia por ndo ser efetivamente controlada pela aplicacdo de
herbicidas como o glyphosate em operacdes de dessecacdo. Esta falha de controle passa
a prejudicar o desenvolvimento das culturas pela convivéncia entre as espécies. Essa
convivéncia gera interferéncia, que no caso de S. verticillata pode reduzir a produtividade
de culturas em niveis superiores a 40%, como no arroz (CERQUEIRA et al., 2013).

Essa interferéncia, somada ao escape de plantas ao controle de herbicidas, justifica
a necessidade de estudos de controle da espécie. Porém, sdo poucos os estudos
relacionados encontrados na literatura sobre o controle de S. verticillata e os fatores que
afetam a eficicia desse. Assim, neste trabalho buscou-se avaliar a tolerancia de S.
verticillata ao herbicida glyphosate em diferentes estadios fenoldgicos da planta e
qualificar eventuais falhas de controle pelas diferencas de absorcéo e translocagdo do
herbicida. Por fim, testou-se o controle alternativo da espécie pelo uso de diferentes

herbicidas aplicados isolados ou em misturas.



REVISAO DA LITERATURA

O género Spermacoce apresenta mais de 150 espécies distribuidas nas regifes
tropicais e subtropicais do continente americano. Dentre elas, a vassourinha-de-botéo
(Spermacoce verticillata (L.)) é considerada uma planta rustica, pois se desenvolve
mesmo em solos acidos e pobres (KISSMANN; GROTH, 2000). E uma planta de
fisiologia do tipo C4 que forma rapidamente seu sistema radicular, passando a interferir
em culturas agricolas de maneira significativa (CERQUEIRA et al., 2013).

E nativa do Brasil, onde tem ampla distribuicdo, infestando areas de pastagem,
areas desocupadas e culturas perenes. Recentemente, vem sendo relatada como problema
em Luiz Eduardo Magalhaes, BA, por apresentar escape do controle com herbicidas em
operacdes de dessecacdo (MCT, 2002; TONI; MARIATH, 2004).

Com relacdo ao controle quimico, segundo Caldeira et al. (2014), a melhor opgéo
de controle se da pelo uso de 2,4-D + picloram. QOutra opc¢do alternativa ao herbicida
glyphosate encontrada foi a aplicacdo de paraquat e paraquat + diuron em plantas com
pleno estadio vegetativo (FONTES, 2007).

Diversos sdo os fatores relacionados ao escape de plantas daninhas ao controle de
herbicidas, que pode estar ligado a fatores humanos, ambientais ou do proprio vegetal.
No controle quimico, a penetracdo de herbicidas ocorre pelos tecidos aéreos (folhas,
caules, flores e frutos), e por 6rgaos subterraneos (raizes, rizomas e tubérculos) sendo a
folha a principal via de entrada do herbicida na planta em aplicacdes em p6s-emergéncia
(SILVA et al., 2007b).

A correta penetracao e absorcdo € essencial para que o herbicida atinja o sitio de
acdo em concentracdo adequada (FERREIRA et al., 2006). Sendo assim, a eficacia de
controle dos herbicidas aplicados em poOs-emergéncia, relaciona-se diretamente com a
morfologia da folha (PROCOPIO et al., 2003).

A érea foliar e a orientacdo destas com relacdo a aplicacdo influenciam o total
interceptado do herbicida. Caracteristicas como presenca de tricomas e de cera
epicuticular influenciam a absorcdo do herbicida (HESS; FALK, 1990; BAKER, 1982).
O tipo de superficie de cera influencia na capacidade de molhamento de solucdo.
Superficies lisas, ausentes de ceras sdo de facil molhamento enquanto aquelas que
apresentam cristais de ceras sdo mais dificeis de molhar (HESS, 1997). Plantas de
Abutilon theophrasti Medik. submetidas a condigdes crescentes de luminosidade

diminuiram o contetdo total de cera epicuticular em suas folhas, elevando a absorcéo de
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herbicidas tais como bentazon (HATTERMAN-VALENTI et al., 2011). O ambiente
também modificou a absorcao total de fluazifop por plantas de Setaria faberi. Plantas
submetidas a condigdes de baixa luminosidade e déficit hidrico apresentaram menor
velocidade do herbicida, principalmente devido a modificacdes na composicao da cera
epicuticular (HATTERMAN-VALENTI et al., 2006).

O conhecimento dessas estruturas pode elucidar possiveis interacbes entre
herbicidas e superficies foliares das plantas daninhas (PASSOS; MENDONCA, 2006).
Diversos estudos comprovam a importancia dessa caracterizacdo foliar na tomada de
decisbes de manejo (FERREIRA et al., 2003; MONQUERO et al., 2004).

Ainda ligado ao vegetal, a sensibilidade a um herbicida depende do estadio de
desenvolvimento da planta, uma vez que ela tem diferentes prioridades para a condugéo
dos seus fotoassimilados. Plantas em estadio vegetativo sdo mais facilmente controladas
em comparacdo aquelas ja em estadio reprodutivo. Uma destas causas esta relacionada ao
menor espessamento de células epidérmicas nos primeiros estagios de desenvolvimento
da planta (PASSOS; MENDONCA, 2006).

Segundo estudos de anatomia de Urochloa decumbens (capim-braquiaria) e
Urochloa plantaginea (capim-marmelada) observou-se que plantas adultas apresentavam
maiores porcentagens de esclerénquima e parénquima, dificultando a absorcdo e o
transporte de herbicidas na planta (MARQUES et al., 2012). No caso da S. verticillata,
desconhecem-se as causas destas falhas de controle. Além disto, ndo existe na literatura
trabalhos relacionados a biologia basica da espécie, como sua caracterizacao foliar, o que
pode fomentar manejos especificos (PASSOS; MENDONCA, 2006).

No azevém (Lolium multiflorum), bi6tipos resistentes apresentaram maiores
densidades estomaticas, maiores quantidades de espacos intercelulares no mesofilo e
feixes vasculares com menor quantidade de floema em relacdo ao xilema. Plantas de
capim-massambara (Sorghum halepense) resistentes ao glyphosate apresentaram menor
absorcdo de glyphosate em ambas as superficies foliares (GALVANI et al., 2012; VILA-
AIUB et al., 2011).

O herbicida glyphosate ¢ um herbicida foliar aplicado na p6s-emergéncia de
plantas daninhas e culturas e € um herbicida ndo seletivo. Sua acao se da pela inibi¢do da
atividade enzimatica da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs)
(SHANER; BRIDGES, 2003). Esta inibicdo leva a ndo producdo de aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) que sdo essenciais para a produgdo da

parede celular, defesa da planta a patdgenos e insetos e produgdo de horménios que sdo

6



produzidos a partir do corismato (DUKE, 1990). O glyphosate pode ainda afetar
diretamente a  fotossintese da  planta, reduzindo a atividade da
ribulosebifosfatocarboxilase/oxigenase (RUBISCO), diminuindo a sintese de clorofila e
interferindo na organizacdo do aparelho fotossintético. Como resultado, tem-se um
declinio no total de proteinas, cofatores enzimaticos, metabolitos secundéarios e
fotossintese, resultando na morte da planta (DUKE; POWLES, 2008). Com a inibigdo da
EPSPS, acumula-se o chiquimato no vegetal, conforme esquema abaixo.

Via do Acido Chiquimico

Fosfoenolpiruvato (PEP) + Eritrose-4-Fosfato (E4P)

3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7 fosfato (DAHP)

3-Desidroquinato
3-Desidrochiquimato
Chiquimato
Chiquimato-3-fosfato (PEP)

Glyphosate — ee—) EPSPS sintase

5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP)

Figura 1. Modo de acdo do herbicida glyphosate. O herbicida € responsavel pela inibicdo
da enzima EPSPS e, com isso, rompe-se a via do acido chiquimico

(chiquimato), impedindo a producdo de amino&cidos essenciais a planta.



O glyphosate é o herbicida mais utilizado no mundo (HARTZLER, 2008). Seu
uso se elevou nos dltimos anos devido a crescente adogdo de culturas transgénicas
tolerantes ao herbicida e a facilidade do seu uso, pois este apresenta baixa toxicidade,
baixo custo, amplo espectro de controle e rapida adsorcéo no solo (VELINI et al., 2009).

O glyphosate € absorvido principalmente pela parte derea das plantas sendo a
camada cuticular sobre a superficie das folhas considerada a maior barreira a absor¢édo do
herbicida. O processo de transporte do glyphosate ocorre via difusdo através da cuticula
e o gradiente de concentracdo entre a regido de deposicao do produto e o interior da planta.
Nas células a absorcédo de glyphosate é mediada via proteinas especificas transportadoras
de fosfato. Na planta o glyphosate é translocado via floema onde € altamente movel e via
xilema (Kruse et al. 2000). Plantas que recebem o herbicida em estdgio mais
desenvolvidos, podem dificultar a absorcéo e atranslocacao do herbicida.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o controle de plantas de Spermacoce
verticillata em diferentes estagios fenoldgicos (2-4 folhas, 4-6 folhas e plantas
florescidas) por meio da aplicacdo de diferentes herbicidas (isolados e em mistura),
analisar a absorcdo e translocacdo do glyphosate e observar as diferencas

morfoanatdmicas foliares dessa espécie nesses mesmos estagios fenoldgicos.
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CAPITULO 1 - Controle quimico de Spermacoce verticillata em diferentes estagios
de desenvolvimento

RESUMO. Na maioria das vezes, o controle de plantas daninhas é realizado pela
aplicacdo de herbicidas. A operacédo de dessecacdo tem por objetivo realizar o plantio da
cultura sem a presenga de plantas daninhas, portanto, “no limpo”. Recentemente, ha
relatos do escape da planta daninha Spermacoce verticillata (vassourinha-de-botdo) aos
herbicidas utilizados em campo. Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar o
controle quimico proporcionado pela aplicacdo de diferentes herbicidas isolados ou em
mistura na dessecacao desta planta daninha em diferentes estagios fenoldgicos. Utilizou-
se delineamento inteiramente casualizados, com quatro repeti¢des arranjado em esquema
fatorial 19x3, onde 19 foram os tratamentos e trés os estagios fenologicos. Os herbicidas
utilizados foram glyphosate (1.440 e 2.400 g ea ha*), paraquat (400 g ea ha'), 2,4-D (670
e 1.000 g ea hal), chlorimuron-ethyl (20 g ea ha), carfentrazone-ethyl 920 g ea hal),
flumioxazin (50 g ea ha), s-metolachlor (960 g ea hat), cloransulam-methyl (40 g ea ha
1, saflufenacil (28 g ea ha') e a mistura de glyphosate com os herbicidas 2,4-D
(1.440+670 g ea hal), chlorimuron-ethyl (1.440+20 g ea ha™), carfentrazone-ethyl
(1.440+20 g ea hal), flumioxazin (1.440+50 g ea hal), s-metolachlor (1.440+960 g ea
ha1), cloransulam-methyl (1.440+40 g ea ha) e saflufenacil (1.440+28 g ea ha) mais
uma testemunha sem aplicacéo e as aplicacGes ocorreram em trés estagios fenoldgicos
distintos: 2-4 folhas, 4-6 folhas e florescimento. A porcentagem de controle visual foi
observada aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias ap06s a aplicacdo (DAA), sendo que nessa ultima
data, foi também aferida a massa seca da parte aérea das plantas tratadas. Os dados
tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia pelo programa
estatistico Agroestat. Foram eficazes os herbicidas paraquat, 2,4-D, glyphosate,
flumioxazin, cloransulam-methyl e saflufenacil no controle da vassourinha-de-botéo,
bem como a mistura de glyphosate com 2,4-D, saflufenacil e flumioxazim em todos os
estagios avaliados. Os herbicidas chlorimuron-ethyl, carfentrazone-ethyl e s-metolachlor
ndo apresentaram eficacia de controle em nenhuma das aplicacbGes. Estagios mais
avancados de desenvolvimento apresentam maior tolerancia ao chlorimuron-ethyl e
semelhante toleréncia para a maioria dos herbicidas utilizados, como glyphosate, paraquat
e 2,4-D.

Palavras-chave: 2,4-D, dessecacdo, estagio de desenvolvimento, glyphosate, paraquat.
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CHAPTER 1 - Chemical control of Spermacoce verticillata in diferente stages of
plant development

ABSTRACT. Most of the time, the control of weeds is carried out by the application of
herbicides. One of them, the burndown operation, aim to carry out planting of the crop
without the presence of weeds. Recently, there have been reports of the escape of
Spermacoce verticillata (buttonweed) weed to herbicides commonly used in the field.
The objective of this study was to evaluate the chemical control provided by the
application of different herbicides isolated or mixed in the desiccation of this weed in
different phenological stages. A completely randomized design with four replications was
used arajed in a factorial 19x3 scheme. The herbicides used were glyphosate (1,440 e
2,400 g ea hal), paraquat (400 g ea ha), 2,4-D (670 e 1,000 g ea ha-1), chlorimuron-
ethyl (20 g ea ha), carfentrazone-ethyl (920 g ea hal), flumioxazin (50 g ea hal), s-
metolachlor (960 g ea ha?), cloransulam-methyl (40 g ea ha'l), saflufenacil (28 g ea ha™)
and the mixtures of glyphosate with 2,4-D (1,440+670 g ea ha), chlorimuron-ethyl
(1,440+20 g ea hal), carfentrazone-ethyl (1,440+20 g ea ha), flumioxazin (1,440+50 g
ea ha'l), s-metolachlor (1,440+960 g ea hat), cloransulam-methyl (1,440+40 g ea ha?)
and saflufenacil (1,440+28 g ea ha*) plus a check without application. The applications
occurred in three distinct phenological stages: 2-4 leaves, 4-6 leaves and flowering. The
percentage of visual control was observed at 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days after application
(DAA). On this last date, the dry mass of the aerial part of the treated plants was also
measured. The data had their means compared by the Tukey test at 5% of significance by
the Agroestat statistical program. The herbicides paraquat, 2,4-D, glyphosate,
flumioxazin, chloransulam-methyl and saflufenacil were effective in the control of the
buttonweed, as well as the mixture of glyphosate with 2,4-D, saflufenacil and
flumioxazim in all stages evaluated. The herbicides chlorimuron-ethyl, carfentrazone-
ethyl and s-metolachlor had no efficacy in any of the applications. More advanced stages
of development plants present greater tolerance to chlorimuron-ethyl and similar

tolerance for most of the herbicides used, such as glyphosate, paraquat and 2,4-D.

Keywords: 2,4-D, burndown, stage of development, glyphosate, paraquat.

13



INTRODUCAO

A presenga de plantas daninhas reduz o potencial produtivo de culturas (Oerke,
2006). Entre as espécies que apresentam esse potencial de causar prejuizos, encontra-se
Spermacoce verticillata (vassourinha-de-botdo), planta nativa da América Tropical que
pode ocorrer em diversas regies do mundo, tais como Asia, América do Norte, Oceania
e América do Sul (CHIQUIERI et al., 204).

E uma espécie de ciclo de vida perene, com reproducéo exclusiva por sementes,
porte herbaceo, caule ramificado e raiz pivotante que pode alcancar grandes
profundidades do solo. E considerada uma espécie rustica, pois apresenta crescimento
satisfatorio em ampla gama de ambientes, tais como beiras de estradas, pastagens e
cultivos agricolas, estando adaptada a diferentes tipos de solos (alcalinos, &cidos e pobres
em nutrientes) e ambientes (PIER, 2016; KISSMANN; GROTH, 2000).

Plantas dessa espéecie ja foram relatadas na literatura como causadoras de
prejuizos em culturas tais como feijdo, cana-de-acucar, mandioca, pastagens e milho
(DIAS-fILHO, 2015; MARQUES et al.,, 2011; HOLM, 1997; JOHNSON, 1997,
FOURNET; HAMMERTON, 1991). Esses prejuizos decorrem devido a competi¢do entre
plantas por fatores como agua, nutrientes, espaco e luz (ANDRADE et al., 2012).

Assim, essas plantas daninhas precisam ser controladas, o que é realizado na
maioria das vezes pela aplicagdo de herbicidas, isolados ou em mistura. A associagao de
produtos apresenta vantagens, tais como a reducdo de doses, aumento da eficacia de
controle e prevencdo da selecdo de populacdes resistentes de plantas daninhas a
determinado herbicida, mesmo ndo sendo uma pratica regulamentada no Brasil
(GAZZIEIRO, 2015; LAGATOR et al., 2013).

No Brasil, poucos sdo os trabalhos que estudam o controle da vassourinha-de-
botdo, principalmente se levado em conta o estagio de aplicacdo. Segundo relatos esse
controle pode ser obtido pelo uso de 2,4-D + picloram ou paraquat/paraquat + diuron para
plantas em estagio vegetativo pleno com plantas adultas pré-florescimento (CALDEIRA
et al., 2014; FONTES, 2007). Aliado a isso, apenas 4 herbicidas sdo registrados para o
controle da espécie, sendo eles glufosinato de aménio, imazapir, picloram e diuron +
hexazinona, o que restringe a possibilidade de controle da espécie em diferentes culturas
(MAPA, 2017; RODRIGUES, 2011).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito de diferentes herbicidas aplicados
isolados ou em mistura no controle de plantas de S. verticillata em diferentes estagios

fenoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacdo sob condigdes
semi-controladas na Estacdo Experimental da Dow Agrosciences, em Mogi Mirim — SP
(686 m de altitude; latitude de 22°27°02.26”S e longitude de 47°04°10.47”W). Sementes
de Spermacoce verticillata foram coletadas em regides produtoras em Luis Eduardo
Magalhdes, BA, onde existiam relatos da falha de controle da espécie em operagdes de
dessecacgdo com uso de glyphosate e enviadas para instalacdo dos experimentos. A espécie
foi identificada por chaves dicotdmicas na universidade Estadual Paulista, UNESP,
campus de Jaboticabal, pela pesquisadora Maria do Carmo Pavani (Comunicagéo
Pessoal).

Inicialmente, 25 sementes de vassourinha-de-botdo foram colocadas para
germinar em caixas plasticas do tipo gerbox, contendo duas folhas de papel, dentro de
camara de germinacdo com fotoperiodo 12h luz e 12h escuro a 26°C. As plantulas na fase
inicial (1° par de folhas verdadeiras) foram transplantadas para vasos com capacidade
volumétrica de 3L, contendo mistura de substrato comercial Tropstrato® (casca de pinus,
turfa, vermiculita expandida, enriquecido com macro e micronutriente) + solo na
proporcéo 1:1

No primeiro estagio, as aplicacdes de herbicidas foram realizadas quando as
plantas apresentavam de 2-4 folhas verdadeiras com 7 a 10 cm de altura (caracterizando
uma aplicacdo em pos-emergéncia inicial). No segundo quando as plantas apresentavam
4-6 folhas verdadeiras e até 20 cm de altura (pds-normal) e no terceiro quando as plantas
se encontravam em pleno florescimento com mais de 30 cm e muito ramificada (pos-
tardia). Foram aplicados 18 tratamentos de herbicidas mais uma testemunha, totalizando

19 tratamentos com quatro repeti¢Oes cada (Tabela 1).
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Para aplicacdo foi utilizado pulverizador costal mantido a pressdo constante
utilizando-se CO> (3 kPa) munido com barra de pulverizagcdo de um metro e dois bicos
espacados em 0,5 m, sendo as pontas do tipo leque jato plano, modelo Teelet
AIXR110015, reguladas a distribuir volume de calda de 200 L ha®. As condicdes

ambientais no momento das aplicacGes encontram-se na tabela 2.

Tabela 1. Tratamentos quimicos utilizados para o controle de Spermacoce verticillata.

Nome Dose ml ou g ha*
Comum Comercial i.a.t
Glyphosate Glizmax Prime 1.440
Glyphosate Glizmax Prime 2.400
Paraquat Gramoxone 400
2,4-D DMA 806 670
2,4-D DMA 806 1.000
Chlorimuron-ethyl Classic 20
Carfentrazone-ethyl Aurora 400 CE 20
Flumioxazin Flumioxazin 50
S-metolachlor Dual Gold 960
Cloransulam-methyl Pacto 40
Saflufenacil® Heat 28
Glyphosate + 2,4-D Glizmax Prime + DMA 806 1.440 + 670
Glyphosate + Chlorimuron-ethyl Glizmax Prime + Classic 1.440 + 20
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl Glizmax Prime + Aurora 1.440 + 20
Glyphosate + Flumioxazin Glizmax Prime + Flumioxazin 1.440 + 50
Glyphosate + S-metolachlor Glizmax Prime + Dual Gold 1.440 + 960
Glyphosate + Cloransulam-methyl Glizmax Prime + Pacto 1.440 + 40
Glyphosate + Saflufenacil? Glizmax Prime + Heat 1.440 + 28

lingrediente ativo, 2adicdo Dash a 0,5% V/v.

Tabela 2. Condi¢6es ambientais verificados durante a aplicacdo dos tratamentos.

Temperatura
Aplicacéao Data Horério  Vento (km/h) (0'/)' Média do Ar
0
(C)
1 26/Set/2016 16:22 0,00 43,7 28,8
2 10/0ut/2016  13:30 0,00 66,1 24,9
3 21/0ut/2016  08:46 0,00 88,7 24,0

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes em esquema fatorial 19x3 onde 19 foram os tratamentos e 3 0s estagios de
aplicacdo. Foram feitas avaliacdes de eficacia de controle proporcionada pelos herbicidas
através de escala visual de injdria das plantas, que varia de 0 a 100%, sendo 0% a auséncia
de sintomas visiveis e 100% a completa morte da planta (SBCPD, 1995). Estas foram
realizadas aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias ap0s a aplicacdo dos herbicidas (DAA). Aos 42
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DAA, as plantas foram cortadas no caule, rente ao solo e tiveram sua biomassa submetida
a secagem em estufa de circulagéo forcada de ar, por 60°C em 72 horas para posterior
pesagem e aferimento da massa seca de cada individuo. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F, e suas médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas pelo programa estatistico

Agroestat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos sete dias apds a aplicacdo, apenas o herbicida paraquat foi eficaz no controle
de Spermacoce vertticillata (Tabela 3). No etagio de 4-6 folhas o herbicida saflufenacil
foi téo eficaz como o paraquat quando aplicado isolado ou em mistura com o glyphosate.

Nas aplicacdes com plantas em florescimento o saflufenacil perdeu sua eficacia.

Tabela 3. Controle visual (%) de Spermacoce verticillata aos 7 dias ap6s a aplicacédo
(DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes

estagios vegetativos.

Dose ml ou .
1 Estagio
Tratamentos g ha

i.a.l 2-4 Folhas 4-6 Folhas  Florescimento

Glyphosate 1.440 10,0 Ah 10,0 Aj 10,0 Ag
Glyphosate 2.400 37,5 Acd 10,0 Bj 10,0 Bg

Paraquat 400 96,5 Aa 77,5 Babc 95,0 Aa

2,4-D 670 46,3 Ac 43,8 Ag 40,0 Ade

2,4-D 1.000 58,8 Ab 50,0 Bfg 45,0 Bcd
Chlorimuron-ethyl 20 23,8 Befg 41,3 Agh 20,0 Bfg

Carfentrazone-ethyl 20 46,3 Ac 63,8 Ade 275 Cf
Flumioxazin 50 65,0 ABb 67,5 Acd 60,0 Bb

S-metolachlor 960 32,5 Adef 32,5 Ahi 26,3 Af

Cloransulam-methyl 40 13,8 Cgh 31,3 Ahi 21,3 Bf
Saflufenacil 28 46,3 Bc 78,8 Aab 47,5 Bcd
Glyphosate + 2,4-D 1.440+670 22,5 Bfg 26,3 Bi 51,3 Abc
Glyphosate + Chlorimuron-ethyl ~ 1.440 + 20 10,0 Bh 13,8 ABj 20,0 Afg
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl  1.440 + 20 33,8 Bde 70,0 Abcd 30,0 Bef
Glyphosate + Flumioxazin 1.440 + 50 27,5 Bdef 55,0 Aef 53,8 Abc
Glyphosate + S-metolachlor 1.440 + 960 6,3 Bh 6,3 Bj 30,0 Aef
Glyphosate + Cloransulam-methyl  1.440 + 40 55 Ch 12,5 Bj 20,0 Afg
Glyphosate + Saflufenacil 1.440 + 28 475 Bc 84,3 Aa 475 Bcd

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna/linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em
nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras minasculas comparam os herbicidas dentro dos
estagios vegetativos (leitura vertical) e letras mailsculas os estigios vegetativos dentro dos
herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variagdo: 10,89.
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Aos 14 DAA, o herbicida paraguat manteve sua eficacia de controle quando
aplicado em ambos 0s estdgios vegetativos de S. verticillata. Passaram também a ser
eficazes independente do estdgio de aplicacdo os herbicidas flumioxazin isolado ou em
mistura com o herbicida glyphosate (Tabela 4). No estagio de 4-6 folhas também foram
eficazes os herbicidas chloransulan-methyl e saflufenacil e no florescimento os herbicidas
saflufenacil. Os restantes dos herbicidas até esta data de avaliagdo mostraram-se

ineficazes no controle de S. verticillata.

Tabela 4. Controle visual (%) de Spermacoce verticillata aos 14 dias ap0ds a
aplicacdo (DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes

estagios vegetativos.

Dose ml ou

Tratamentos g ha Estagio
ial 2-4 Folhas  4-6 Folhas  Florescimento
Glyphosate 1.440 61,3 Abc 50,0 gBhi 48,8 Bfgh
Glyphosate 2.400 62,5 Bhc 48,8 Chi 73,8 Abcd
Paraquat 400 97,0 Aa 83,8 Bbcd 98,3 Aa
2,4-D 670 50,0 Bcd 61,3 Afgh 61,3 Adef
2,4-D 1.000 50,0 Bcd 65,0 Aefg 65,0 Ade
Chlorimuron-ethyl 20 55,0 Acd 56,3 Afghi 43,8 Bgh
Carfentrazone-ethyl 20 33,8 Be 63,8 Aefgh 41,3 Bh
Flumioxazin 50 88,5 Aa 96,0 Aab 97,0 Aa
S-metolachlor 960 11,3 Bf 41,3 Ai 47,5 Afgh
Cloransulam-methyl 40 33,8 Ce 92,0 Aabc 67,5 Bcde
Saflufenacil 28 43,8 Cde 97,8 Aab 84,5 Bab
Glyphosate + 2,4-D 1.440 +670 52,5 Ccd 63,8 Befgh 81,3 Abc

Glyphosate + Chlorimuron-ethyl  1.440+20 48,8 Bcde 77,3 Acde 58,8 Bdefg
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl  1.440+20 55,0 Bcd 71,3 Adef 55,0 Befgh
Glyphosate + Flumioxazin 1.440+50 97,0 Aa 100,0 Aa 995 Aa

Glyphosate + S-metolachlor 1.440+960 72,5 Ab 51,3 Bghi 47,5 Bfgh
Glyphosate + Cloransulam-methyl 1.440+40 50,0 Bcd 69,8 Adef 67,5 Acde
Glyphosate + Saflufenacil 1.440+28 60,0 Bbc 98,3 Aab 67,5 Bcde

Médias seguidas pela mesma letra na coluna/linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey em nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras minGsculas comparam os herbicidas
dentro dos estagios vegetativos (leitura vertical) e letras mailsculas os estagios vegetativos
dentro dos herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variagdo: 9,63.

Aos 21 DAA, ou seja, trés semanas apés a aplicacdo, foram eficazes no controle
de S. verticillata, independente do estagio de aplicagdo, os herbicidas paraquat,
flumioxazin e as misturas entre glyphosate e flumioxazin ou cloransulam-methyl (Tabela
5).
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Nos estagios iniciais de desenvolvimento (2-4 folhas), foram efetivos o herbicida
glyphosate em suas duas doses, o herbicida cloransulam-methyl, e as misturas entre
glyphosate e 2,4-D, chlorimuron-ethyl, s-metolachlor e cloransulam-methyl. Em estagios
mais avancado (4-6 folhas), foram eficazes também os herbicidas cloransulan-methy,
saflufenacil, e a mistura entre glypohsate com estes dois herbicidas. Nota-se que 0s
herbicidas glyphosate, a mistura entre glyphosate e 2,4-D, glyphosate e chlorimuron-ethyl
e glyphosate e s-metolachlor perderam sua eficacia em aplicacfes mais tardias. Na
aplicacdo com plantas em pleno florescimento, foram eficazes também os herbicidas

saflufenacil e a mistura entre glyphosate e 2,4-D (Tabela 5).

Tabela 5. Controle visual (%) de Spermacoce verticillata aos 21 dias apds a
aplicacdo (DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes

estagios vegetativos.

Dose ml ou

Tratamentos g ha't Estagio
i.atl 2-4 Folhas 4-6 Folhas  Florescimento
Glyphosate 1.440 80,0 Aabc 56,3 Bd 71,3 Acd
Glyphosate 2.400 89,0 Aab 56,3 Bd 70,0 Bcd
Paraquat 400 99,5 Aa 88,3 Aabc 995 Aa
2,4-D 670 62,5 Acd 60,0 Ad 57,5 Ade
2,4-D 1.000 725 Abc 66,3 Acd 66,3 Ad
Chlorimuron-ethyl 20 41,3 Bde 58,8 Ad 40,0 Bef
Carfentrazone-ethyl 20 325 Be 62,5 Ad 28,8 Bf
Flumioxazin 50 99,5 Aa 99,5 Aa 98,8 Aab
S-metolachlor 960 0,0 Bf 325 Ae 32,5 Af
Cloransulam-methyl 40 93,8 Aab 97,3 Aa 71,0 Bced
Saflufenacil 28 40,0 Ce 97,5 Aa 78,3 Babcd
Glyphosate + 2,4-D 1.440 + 670 91,0 Aab 63,8 Bd 100,0 Aa

Glyphosate + Chlorimuron-ethyl ~ 1.440 + 20 82,3 Aabc 74,5 Abcd 70,8 Acd
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl  1.440 + 20 76,5 Abc 68,8 ABcd 56,3 Bde
Glyphosate + Flumioxazin 1.440 + 50 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Glyphosate + S-metolachlor 1.440 + 960 93,5 Aab 55,0 Bd 56,3 Bde
Glyphosate + Cloransulam-methyl  1.440 + 40 90,8 Aab 92,0 Aab 90,8 Aabc
Glyphosate + Saflufenacil 1.440 + 28 80,8 Babc 98,3 Aa 77,3 Bbcd

Médias seguidas pela mesma letra na coluna/linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey em nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras mintsculas comparam os herbicidas
dentro dos estagios vegetativos (leitura vertical) e letras mailsculas os estagios vegetativos
dentro dos herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variacdo: 12,12.

Aos 28 DAA, foram eficazes no controle de S. verticillata independente do estagio
de aplicacdo os herbicidas paraquat, flumioxazin, cloransulam-methyl, a mistura entre
glyphosate e flumioxazin, a mistura entre glyphosate e cloransulan-methyl e a mistura

entre glyphosate e saflufenacil (Tabela 6).
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Em aplicacbes em estagios iniciais do desenvolvimento das plantas, outros
herbicidas fossem eficazes, como o herbicida glyphosate em ambas doses aplicadas, a
mistura entre glyphosate e os herbicidas saflufenacil e a mistura entre glyphosate e
chlorimuron em plantas com 4-6 folhas. Observou-se que muitas misturas perderam a
eficacia de controle se aplicadas em estagios de desenvolvimento mais tardios. No
florescimento, apenas os herbicidas glyphosate em sua maior dose, saflufenacil e
glyphosate + 2,4-D apresentaram controle da espécie. (Tabela 6).

Baseado na inconsisténcia de controle de S. verticillata em plantas de determinado
estagio de aplicacdo com o herbicida glyphosate até os 21 dias apds a aplicacao, pode-se

explicar em partes os relatos de falhas de controle da espécie por agricultores.

Tabela 6. Controle visual (%) de Spermacoce verticillata aos 28 dias apds a
aplicacdo (DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes

estagios vegetativos.

Dose ml ou Estégio
Tratamentos ghat
i.a.l 2-4 Folhas 4-6 Folhas  Florescimento
Glyphosate 1.440 90,8 Aab 52,5 Cde 73,8 Bbcd
Glyphosate 2.400 95,3 Aa 48,8 Bdef 83,3 Aabc
Paraquat 400 100,0 Aa 88,0 Aab 97,5 Aa
2,4-D 670 56,3 Acd 50,0 Adef 56,3 Ade
2,4-D 1.000 67,5 Abc 63,8 Acde 71,3 Abcd
Chlorimuron-ethyl 20 48,8 Acd 41,3 Aef 46,3 Ae
Carfentrazone-ethyl 20 40,0 Ad 475 Adef 450 Ae
Flumioxazin 50 99,8 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
S-metolachlor 960 10,0 Ce 28,8 Bf 55,0 Ade
Cloransulam-methyl 40 93,3 Aa 98,0 Aa 82,5 Aabc
Saflufenacil 28 375 Cd 97,5 Aa 77,3 Babcd
Glyphosate + 2,4-D 1.440+670 97,0 Aa 70,0 Bbcd 100,0 Aa

Glyphosate + Chlorimuron-ethyl ~ 1.440 + 20 94,8 Aa 81,8 ABabc 67,8 Bbcde
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl  1.440 + 20 85,3 Aab 70,0 ABbcd 66,3 Bcde

Glyphosate + Flumioxazin 1.440+50 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Glyphosate + S-metolachlor 1.440+960 95,0 Aa 48,8 Cdef 72,5 Bbcd
Glyphosate + Cloransulam-methyl  1.440 + 40 95,0 Aa 100,0 Aa 90,8 Aab
Glyphosate + Saflufenacil 1.440 + 28 94,8 Aa 98,3 Aa 88,3 Aabc

Médias seguidas pela mesma letra na coluna/linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
em nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras minGsculas comparam os herbicidas dentro
dos estagios vegetativos (leitura vertical) e letras maiusculas os estagios vegetativos dentro dos
herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variagdo: 12,52.

Aos 35 DAA, independente do estagio das plantas no momento da aplicacdo, os

herbicidas flumioxazin, cloransulam-methyl e a misturas entre glyphosate + 2,4-D,
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glyphosate + flumioxazin, glyphosate + cloransulam-methyl e glyphosate + saflufenacil
apresentaram controle superior a 90%. O herbicida paraquat perdeu sua eficacia nas
aplicacdes de 4-6 folhas (Tabela 7), apresentando 66% de controle.

Nos estagios iniciais (2-4 folhas) os herbicidas glyphosate em ambas as doses
aplicadas, o herbicida 2,4-D na sua maior dose e a mistura entre glyphosate e
chlorimuron-ethyl, glyphosate + carfentrzone-ethyl e glyphosate + S-metolachlor
provocaram controle superior a 80%. Nas aplicagdes em plantas com 4-6 folhas, foram
também satisfatorios os herbicidas 2,4-D na sua maior dose e saflufenacil e nas aplicagdes
com plantas em pleno florescimento, os herbicidas glyphosate em ambas as doses, 0

herbicida paraquat e a mistura entre glyphosate +chlorimuron-ethyl (Tabela 7).

Tabela 7. Controle visual (%) de Spermacoce verticillata aos 35 dias apds a
aplicacdo (DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes

estagios vegetativos.

Dose ml ou Estégio
Tratamentos gha'
iat 2-4 Folhas  4-6 Folhas  Florescimento
Glyphosate 1.440 88,3 Aa 68,8 Bbcd 77,3 ABabcd
Glyphosate 2.400 91,8 Aa 60,0 Bcd 87,0 Aabc
Paraquat 400 100,0 Aa 66,0 Bbcd 97,5 Aa
2,4-D 670 62,5 Ab 58,8 Acd 70,5 Abcde
2,4-D 1.000 85,3 Aab 88,8 Aab 50,0 Be
Chlorimuron-ethyl 20 62,5 Ab 62,5 Acd 50,0 Ae
Carfentrazone-ethyl 20 350 ABcd 48,8 Ade 23,8 Bf
Flumioxazin 50 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
S-metolachlor 960 12,5 Bd 30,0 Ae 22,5 ABf
Cloransulam-methyl 40 96,3 Aa 99,5 Aa 92,0 Aab
Saflufenacil 28 36,3 Cc 95,8 Aa 71,3 Bbcde
Glyphosate + 2,4-D 1.440 +670 98,8 Aa 77,5 Babc 100,0 Aa

Glyphosate + Chlorimuron-ethyl  1.440+20 93,5 Aa 88,5 Abab 77,5 Babcd
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl 1.440+20 78,8 Aab 61,3 Bcd 66,3 ABcde
Glyphosate + Flumioxazin 1.440+50 100,0 Aa  100,0 Aa 100,0 Aa
Glyphosate + S-metolachlor 1.440+960 97,0 Aa 61,3 Bcd 62,5 Bde

Glyphosate + Cloransulam-methyl 1.440+40 96,8 Aa  100,0 Aa 96,3 Aa

Glyphosate + Saflufenacil 1.440+28 91,8 Aa 97,3 Aa 83,0 Aabcd

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna/linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey em nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras mindsculas comparam os herbicidas
dentro dos estdgios vegetativos (leitura vertical) e letras mailsculas os estagios vegetativos
dentro dos herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variagdo: 12,22.

Aos 42 DAA, na avaliacdo final de controle, foram eficazes em todos os estagios
aplicados, o herbicida glyphosate em ambas doses aplicadas, o herbicida 2,4-D, o

herbicida flumioxazin, o herbicida cloransulam-methyl, e as misturas entre glyphosate e
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2,4-D, chlorimuron-ethyl, flumioxazin, cloransulam-methyl e saflufenacil (Tabela 8). A
mistura entre glyphosate e carfentrazone ethyl e S-metolachlor nos estagios de aplicagéo
de 2-4 folhas, saflufenacil e glyphosate + S-metolachlor na aplicacdo de 4-6 folhas
também controlaram as plantas daninhas de maneira satisfatéria. Os herbicidas foram
sempre mais eficazes se aplicados em estagios iniciais de desenvolvimento de S.

verticillata (Tabela 8).

Tabela 8. Controle visual (%) de Spermacoce verticillata aos 42 dias apds a
aplicacdo (DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes

estagios vegetativos.

Dose ml ou Est4aio
Tratamentos g hat 9
i.al 2-4 Folhas 4-6 Folhas  Florescimento
Glyphosate 1.440 93,8 Aa 80,8 Aabcd 88,7 Aab
Glyphosate 2.400 925 Aa 78,0 Aabcd 91,3 Aab
Paraquat 400 100,0 Aa 78,8 Babcd 97,5 Aa
2,4-D 670 58,8 Ac 70,8 Abcde 58,8 Ac
2,4-D 1.000 89,8 Aa 88,8 Aab 82,0 Aabc
Chlorimuron-ethyl 20 61,3 Abc 57,5 Ade 18,8 Bd
Carfentrazone-ethyl 20 30,0 Bd 51,3 Ae 10,0 Cd
Flumioxazin 50 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
S-metolachlor 960 10,0 Ad 10,0 Af 10,0 Ad
Cloransulam-methyl 40 93,8 Aa 993 Aa 90,5 Aab
Saflufenacil 28 225 Cd 95,0 Aab 71,3 Bbhc
Glyphosate + 2,4-D 1.440 + 670 99,3 Aa 77,5 Babcd 100,0 Aa

Glyphosate + Chlorimuron-ethyl ~ 1.440 + 20 940 Aa 88,8 Aab 82,5 Aabc
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl  1.440 + 20 85,5 Aab 60,0 Bcde 68,8 Abbc

Glyphosate + Flumioxazin 1.440 + 50 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Glyphosate + S-metolachlor 1.440 + 960 98,3 Aa 83,8 ABabc 70,0 Bbc
Glyphosate + Cloransulam-methyl  1.440 + 40 97,8 Aa 100,0 Aa 93,8 Aab
Glyphosate + Saflufenacil 1.440 + 28 89,0 Aa 96,3 Aab 83,3 Aabc

Médias seguidas pela mesma letra na coluna/linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey em nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras mindsculas comparam os herbicidas
dentro dos estagios vegetativos (leitura vertical) e letras maiusculas os estagios vegetativos dentro
dos herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variagdo: 13,39.

Observando-se a massa seca acumulada pelas plantas apds a aplicacdo dos
herbicidas aos 42 DAA, observou-se que nas aplicagdes em plantas com 2-4 folhas, os
herbicidas que mais reduziram a a massa de plantas foram, glyphosate em ambas as doses,
paraquat, 2,4-D na sua maior dose, chlorimuron-ethyl, flumiozaxin, cloransulam-methyl,
e todas as misturas com glyphosate (Tabela 9). Para os herbicidas aplicados em plantas

com 4-6 folhas, glyphosate em ambas dosagens, paraquat, 2,4-D em ambas dosagens,

22



flumioxazin, cloransulam-methyl, saflufenacil e todas as misturas de glyphosate
reduziram drasticamente a massa seca.

Para aplicacOes em plantas florescendo foram menos eficazes os herbicidas 2,4-D
na sua menor dose, chlorimuron-ethyl, carfentrazone-ethyl, S-metolachlor e a mistura
entre glyphosate e carfentrzone-ethyl (Tabela 9). Pela massa acumulada na testemunha
infere-se que as diferencgas observadas de controle entre aplicacGes em 4-6 folhas e em
plantas em florescimento, as diferengas de controle se devem provavelmente a diferencas
morfologicas ou fisioldgicas das plantas ja que nestes estagios o acimulo de massa foi

semelhante entre as plantas.

Tabela 9. Massa seca (g) de Spermacoce verticillata aos 42 dias ap6s a aplicacdo
(DAA) dos tratamentos herbicidas quando aplicados em plantas em diferentes estagios

vegetativos.

Dose ml ou

Tratamentos g hat Estagio
i.a.l 2-4 Folhas  4-6 Folhas Florescimento
Glyphosate 1.440 0,10 Bd 052 ABde 1,20 Acd
Glyphosate 2.400 0,10 Ad 0,55 Acde 0,93 Acd
Paraquat 400 0,03 Ad 0,25 Ae 0,22 Ad
2,4-D 670 0,47 Bbcd 0,90 Bcde 2,18 Ac
2,4-D 1.000 0,22 Acd 0,72 Acde 0,97 Acd
Chlorimuron-ethyl 20 0,47 Cbcd 1,97 Bbc 4,78 Ab
Carfentrazone-ethyl 20 1,67 Bb 1,87 Bbcd 5,20 Ab
Flumioxazin 50 0,07 Ad 0,17 Ae 0,45 Ad
S-metolachlor 960 1,85 Cb 3,00 Bb 5,78 Ab
Cloransulam-methyl 40 0,15 Ad 0,12 Ae 0,83 Acd
Saflufenacil® 28 1,60 Abc 0,17 Be 0,99 ABcd
Glyphosate + 2,4-D 1.440+670 0,07 Ad 0,77 Acde 0,39 Ad

Glyphosate + Chlorimuron-ethyl ~ 1.440 + 20 0,12 Bd 0,47 ABde 1,33 Acd
Glyphosate + Carfentrazone-ethyl  1.440 + 20 0,12 Bd 0,50 Bde 2,11 Ac
Glyphosate + Flumioxazin 1.440 + 50 0,02 Ad 0,17 Ae 0,36 Ad

Glyphosate + S-metolachlor 1.440+960 0,07 Bd 0,62 Bde 1,62 Acd
Glyphosate + Cloransulam-methyl ~ 1.440 + 40 0,07 Ad 0,25 Ae 0,65 Ad

Glyphosate + Saflufenacil? 1.440 + 28 0,07 Ad 0,15 Ae 0,85 Acd
Testemunha - 3,75 Ba 6,45 Aa 6,60 Aa

Médias seguidas pela mesma letra na coluna/linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey em
nivel de probabilidade de erro de 5%. Letras minGsculas comparam os herbicidas dentro dos
estagios vegetativos (leitura vertical) e letras mailsculas os estagios vegetativos dentro dos
herbicidas (leitura horizontal). Coeficiente de variagéo: 48,38.

Notou-se, portanto, que para o controle de S. verticillata, ndo houve a necessidade
de mistura de produtos, existindo opcbes de controle com aplicagdes Unicas, tais como
flumioxaznin ou paraquat. Sabe-se que o efeito do herbicida paraquat é rapido, pois € um
produto de contato que logo nas primeiras horas de sua aplicacdo ja apresenta sintomas.

23



E um herbicida atuante no fotossistema | da planta, causando paralizagio da fotossintese
e peroxidacao lipidica, que levam o tecido & morte pela producéo de espécies reativas de
oxigénio (HAWKES, 2014). Em outros trabalhos relata-se a eficacia desse mesmo
herbicida no controle de S. verticillata (BRIGHENTI et al., 2006). Porém, alguns
cuidados devem ser tomados, pois pela aplicacdo de paraquat, podem ocorrer brotactes
de plantas ap6s um periodo de tempo. Como o herbicida pouco transloca, pontos de
crescimento podem ser inatingidos na aplicacdo e dar continuidade ao desenvolvimento
vegetal, como o observado aqui para aplicac6es em plantas com 4-6 folhas nas avaliagdes
de 35 e 42 DAA. Além disso, existem restri¢cbes de uso a essa herbicida hoje e daqui trés
anos sua proibicdo (ANVISA, 2017).

Com relacdo ao herbicida glyphosate, ndo existe recomendacdo de bula para a
espécie em questdo. Com a aplicacdo de 1.400 g e.a ha, o controle atingido ndo foi
satisfatorio em algumas ocasides, porém a aplicagdo de 2.400 g e.a ha™ foi suficiente para
controlar as plantas. O uso de 2.400 g e.a ha! esta acima do maximo recomendado na
bula para o herbicida aplicado o que pode explicar o escape de controle relatado pelos
produtores. Além disso, em alguns casos, mesmo na sua maior dose, o0 herbicida
glyphosate ndo controlou satisfatoriamente as plantas, principalmente até os 28 DAA.
Notou-se que o herbicida glyphosate nesse caso controlou bem a espécie ao final do
periodo avaliado, porém, o que se percebe é um atraso no efeito em comparacao a outras
espécies de plantas daninhas, que em geral apresentam niveis 6timos de controle logo aos
14 ou 21 dias ap0s a aplicacdo. Esse mesmo atraso € observado para espécies tolerantes
como Commelina benghalensis, evidenciando uma possivel tolerancia da planta ao
herbicida glyphosate (RAMIRES et al., 2011).

Com base no observado, para aplicacbes em plantas pequenas, de 2-4 folhas, com
até 10 cm, existiram varias opc@es de controle. Porém ndo foram eficazes em controlar a
espécie os herbicidas 2,4-D na menor dose testada, chlorimuron-ethyl, carfentrazone-
ethyl, s-metolachlor e saflufenacil. Nesse caso plantas em estadio inicial com 2-4 folhas
ndo apresentaram tolerancia ao herbicida glyphosate nem ao paraquat, como observado
para outras popula¢fes da mesma espécie (CHUAH et al., 2005).

O herbicida chlorimuron-ethyl é um inibidor da enzima acetolactato sintase (ALS)
e sua recomendacio para dessecacdes pode atingir até os 80 g e.a ha* (RODRIGUES,
2011). A essa falha de controle aqui encontrada pode ser atribuida a baixa dose utilizada

(20 g e.a hal). J& o herbicida s-metolachlor resultou em baixos controles se aplicado
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isoladamente, pois se trata de um herbicida destinado mais ao controle de gramineas na
pré-emergéncia da planta daninha (RODRIGUES, 2011).

Para aplicagBes em plantas mais desenvolvidas, em torno de 20 centimetros (4-6
folhas), existiram vérias opcdes de controle. Apenas ndo foram eficazes em controlar a
espéecie os herbicidas chlorimun-ethyl, s-metolachlor, carfentrazone-ethyl e a mistura
glyphosate + cafentrazone-ethyl. O estddio de maior desenvolvimento ndo alterou o
controle satisfatorio proporcionado pelos herbicidas aplicados, porém a aplicacdo de
glyphosate, 2,4-D e paraquat resultaram em menores controles percentuais. A isso,
atribui-se que em maior estadio de desenvolvimento, em geral, as plantas apresentam
maior tolerancia a aplicacdo de herbicidas aplicados em pds-emergéncia (MARTINS;
CHRISTOFFOLETI, 2014). No caso especifico de S. verticillata, notou-se que as folhas
mais desenvolvidas poderiam atrapalhar o contato da solucdo herbicida com as folhas
localizadas mais abaixo na planta para o paraquat enquanto plantas mais desenvolvidas
apresentam em geral maiores reservas energéticas, que podem ter recuperado as plantas
da fitotoxicidade causada pelos herbicidas glyphosate e 2,4-D.

Descarta-se 0 uso, independente do estadio fenoldgico, do chlorimuron-ethyl,
carfentrazone-ethyl e s-metolachlor para controle de S. verticillata. O baixo controle
proporcionado pela aplicacdo de saflufenacil nos estagios iniciais precisa ser melhor
investigado pois constitui-se numa importante ferramenta de manejo na dessecacao em
areas que apresentem comprovada resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate, como
por exemplo, espécies do género Conyza (BUDD et al., 2017). Em outros trabalhos a
aplicacdo de saflufenacil, bem como carfentrazone-ethyl controlaram satisfatoriamente
plantas de S. verticillataque apresentavam entre 2 a 6 folhas (RIOS et al., 2011).

A mistura de produtos com o glyphosate ja foi relatada como eficaz para outras
plantas do género Spermacoce, entre elas a mistura entre glyphosate + 2,4-D (MARTINS;
CHRITOFFOLETI, 2014; FERREIRA et al., 2006). As falhas de controle especificas
relacionadas aos herbicidas inibidores da acetolactato sintase (ALS) e da
protoporfirogénio oxidase (PROTOX) aqui observadas devem ser melhor estudadas e
essa populacdo comparada a outras da espécie, ja que existem relatos de controle com os
mesmos produtos para a mesma espécie e espécies proximas pertencentes ao mesmo
género (MAGI, 2013; MARTINS; CHRITOFFOLETI, 2014). Além disso, € comum a
resisténcia aos inibidores da PROTOX apresentar-se somada a resisténcia a herbicidas

inibidores da ALS sendo casos de resisténcia multipla, pois os inibidores da PROTOX
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em geral sdo utilizados como alternativa aos inibidores da ALS onde existem relatos de
resisténcia (HEAP, 2017; SALAS et al., 2016).

Apesar da eficiéncia de controle apresentada com o glyphosate, os relatos de falha
de controle com esse herbicida, justificam a execucdo dos proximos capitulos. O género
Spermacoce possui diversas espécies no Brasil e devido a elevada plasticidade fenotipica
entre plantas, essas podem desenvolver resisténcia aos herbicidas utilizados (VIVIAN et
al., 2013). A fim de se evitar a selecdo de plantas resistentes, outras op¢des de herbicidas
com diferentes mecanismos de acdo devem ser utilizadas, priorizando a rotacao desses ou
adotando-se, por exemplo, a mistura de produtos (MARTINS; CHRITOFFOLET]I, 2014).

CONCLUSOES

Foram eficazes no controle de S. verticillata aplicacbes Unicas de herbicidas tais
como 2,4-D, glyphosate, paraquat e flumioxazin bem como aplicagdes de misturas entre
0 herbicida glyphosate e flumioxazin, cloransulam-methyl, 2,4-D ou saflufenacil.

O estadio fenoldgico de S. verticillata influenciou pouco a eficacia dos herbicidas
testados, sendo que no estadio de florescimento as menores doses testadas de glyphosate
e 2,4-D apresentaram menor potencial de diminuir a massa de plantas enquanto misturas

entre glyphosate e 2,4-D e flumioxazin os maiores potenciais de controle.
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CAPITULO 2 - Absorcdo foliar e translocacdo de glyphosate em Spermacoce
verticillata.

RESUMO. Plantas de Spermacoce verticillata (L.) (vassourinha-de-botdo) vem se
tornando cada vez mais presentes em areas agricolas. Recentemente, houve relatos de
falhas no controle dessas plantas com o herbicida glyphosate. Efeitos na absorcéo e
translocacdo do glyphosate podem afetar a sensibilidade das plantas ao herbicida.
Objetivou-se com este trabalho, verificar a absorcdo e translocacdo do herbicida
glyphosate em plantas de S. verticillata com diferentes estagios de desenvolvimento.
Conduziu-se esse experimento no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA,
USP, onde foram avaliados a absorcao e translocacdo do glyphosate em plantas de S.
verticillata em diferentes estagios de desenvolvimento, sendo eles; 2-4 folhas, 4-6 folhas,
florescimento. Plantas receberam a aplicagdo de glyphosate radiomarcado (C-
glyphosate) no segundo par de né de folhas na forma de cinco gotas por folha (1,0 uL),
num total de 2 folhas tratadas, com auxilio de microaplicador. As plantas foram entéo
transferidas para bancadas apOs a aplicacdo e a irrigacdo feita diretamente no solo,
impedindo qualquer contato com as folhas. Avaliou-se apos 4, 6, 8, 12 e 48 horas a
absorcdo total do glyphosate e a translocagdo desse para as folhas superiores as aplicadas,
inferiores, caules e raizes. Posteriormente essas plantas foram radiografadas. O
experimento foi instalado e conduzido em delineamento inteiramente casualizados com
trés repeticBes por tratamento. A absorcdo e translocacdo do glyphosate foi determinada
como porcentagem de radioatividade presente no interior da planta com relacdo a
radioatividade total aplicada recuperada. Os dados de absorcdo e translocacdo totais
foram submetidos a analise de regressdo ndo-linear logistica e as translocagdes por tecido
da planta a analise de comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Plantas em estddio mais avancado de desenvolvimento (4-6 folhas) apresentaram
absorcdo mais lenta do herbicida glyphosate e plantas em estagio intermediario
absorveram menores quantidades totais do herbicida. A translocacdo foi facilitada em
plantas novas ou velhas, principalmente influenciada pela translocacdo acima do ponto
de aplicagéo. A translocacéo as raizes foi maior e mais rapida para plantas em menor
estdgio vegetativo de desenvolvimento (2-4 folhas). Os diferentes estagios de
desenvolvimento de S. verticillata modificaram a absorcéo e translocagdo do glyphosate.

Palavras-chave: carbono marcado, tolerancia, vassourinha-de-hotao.
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CHAPTER 2 - Glyphosate foliar absorption and translocation in Spermacoce
verticillata.

ABSTRACT. Plants of Spermacoce verticillata (L.) (buttonweed) have become
increasingly present in agricultural areas. Recently, there were reports of control failures
of these plants with glyphosate. Effects on glyphosate uptake and translocation affect
plant susceptibility to herbicide. The objective of this work was to verify the uptake and
translocation of glyphosate in S. verticillata plants in different stages of development.
This experiment was conducted at the Center for Nuclear Energy in Agriculture, CENA,
USP, where glyphosate uptake and translocation were evaluated in plants with; 2-4
leaves, 4-6 leaves and flowering plants. Plants received the application of radiolabeled
glyphosate (C14-glyphosate) on the second leaf node pair in the form of five drops per
leaf (1.0 uL), in total two leafs treated, with the aid of microapplicator. The plants were
then transferred to benches after application and irrigation done directly on the soil,
preventing any contact with the leaves. After 4, 6, 8, 12 and 48 hours, the total glyphosate
uptake and its translocation to superior and lower leaves of those applied, stems and roots
were evaluated. Later these plants were radiographed. The experiment was installed and
conducted in a completely randomized design with three replicates per treatment.
Absorption and translocation of glyphosate was determined as percentage of radioactivity
present within the plant relative to total applied radioactivity recovered. The total
absorption and translocation data were submitted to non-linear logistic regression analysis
and plant tissue translocations to the analysis of means comparison by Tukey test at 5%
probability. More advanced plants (4-6 leaves) showed slower absorption of the herbicide
glyphosate and intermediate plants absorbed lower total amounts of the herbicide.
Translocation was facilitated in new or old plants, mainly influenced by translocation
above the point of application. The translocation to the roots was larger and faster for
plants in the lower vegetative stage of development (2-4 leaves). The different stages of

development of S. verticillata modified the uptake and translocation of glyphosate.

Keywords: C-14 glyphosate, tolerance, buttonweed.
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INTRODUCAO

A planta daninha vassourinha-de-bot&o (Spermacoce verticillata) vem tornando-
se cada vez mais problematica nas novas regides de exploracdo agricola brasileiras como
o MATOPIBA (Maranhdo, Tocantins, Piaiu e Bahia). A espécie pertence a familia
Rubiaceae e é considerada uma planta de dificil controle. Cada planta é capaz de produzir
em torno de 90.000 sementes, que sdo dispersas pelo vento devido seu tamanho reduzido,
enriquecendo assim 0 banco de sementes. Devido a essas caracteristicas, apresenta
facilidade de adaptacéo a diferentes ambientes, sendo cada vez mais relatadas em cultivos
de soja, milho e algodéo (MAGI, 2013).

Plantas de S. verticillata sdo nativas das Américas, e ocorrem em todo territdrio
brasileiro. E uma espécie perene, bastante ristica, que cresce em ampla gama de solos,
desde férteis a solos pobres. Sdo plantas muito ramificadas e apresentam aparéncia
cespitosa, com raiz pivotante longa e profunda (KISMANN; GROTH, 2000). Quando em
convivio com culturas agricolas, pode acarretar perdas de produtividade superiores a 40%
(CERQUEIRA et al., 2013).

Além dos relatos da presenca dessa espécie, vem ocorrendo relatos de falhas no
controle dessas plantas com a aplicagdo de herbicidas nas operacOes de dessecagédo de
culturas, entre elas, a falha de controle pela aplicagdo do herbicida glyphosate. O
herbicida glyphosate é o herbicida mais vendido e utilizado no mundo. Seu mecanismo
de acdo se da pela inibicdo da enzima EPSPS (5-enolpiruvilchiquiimato-3-fosfato
sintase), que interrompe a sintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano, o
que prejudica o desenvolvimento das plantas. Em estagios mais avan¢ados, a planta deixa
de produzir proteinas, metabdlitos e tem reduzida sua fotossintese, resultando na morte
da planta (DUKE; POWLES, 2008; REDDY et al., 2008).

O controle proporcionado pelo herbicida é influenciado pela absorcdo inicial e
consequente translocacdo de quantidades suficientes para atingir o sitio de acdo e a
enzima-alvo. A absorcédo de herbicidas pela planta inicia-se com a penetracdo desse pela
cuticula da folha, epiderme, parénquima, até atingir os vasos condutores, onde serdo
translocados. Algumas variagOes influenciam essa absorcéo, entre elas a idade da planta
no momento da aplicagédo (SILVA et al., 2007; SATICHIVI et al., 2000).

Em varios casos, as diferencas entre a suscetibilidade de plantas ao glyphosate,
seja em plantas cultivadas ou daninhas, estéo relacionadas com diferencas de absorgéo

e/ou translocacdo do herbicida. Segundo Machado et al. (2009), plantas de eucalipto
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apresentam diferencas de suscetibilidade ao glyphosate causadas por absorcéo,
translocacdo, compartimentalizagdo e exsudacdo do herbicida. Em plantas de Lolium
multiflorum (azevém) e Sorghum halepense (capim-massambara), caracteristicas foliares
foram relatadas como responsaveis por alterar a sensibilidade ao glyphosate onde plantas
menos sensiveis apresentaram menor absorcao de glyphosate (GALVANI et al., 2012;
VILA-AIUB et al., 2011). Outra populagdo de Lolium multiflorum (azevém) também
apresentou seletividade ao glyphosate devido a problemas com a translocagéo
(GHANIZADEH et al., 2016). Assim, plantas de vassourinha-de-botdo, podem estar
escapando do controle com glyphosate devido a diferencas na absorcéo e translocacéo do
herbicida.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a absorcéo e translocacdo do herbicida
glyphosate em plantas de vassourinha-de-botdo, quantificando o total de glyphosate
radiomarcado absorvido e translocado, em diferentes horas apos a aplicacdo em plantas

de diferentes estagios vegetativos de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido no Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
CENA, Piracicaba, SP, Brasil. Sementes de Spermacoce verticillata, foram postas a
germinar em caixas plasticas do tipo gerbox, contendo duas folhas de papel, dentro de
camara de germinacdo com fotoperiodo 12h luz e 12h escuro a 26°C. As plantulas na fase
inicial (um par de folhas verdadeiras) foram transplantadas para vasos com capacidade
volumeétrica de 3L, contendo mistura de substrato comercial Tropstrato® (casca de pinus,
turfa, vermiculita expandida, enriquecido com macro e micronutriente) + solo na
proporcéo de 1:1. Estes vasos foram alocados em casas de vegetacao sob condi¢des semi-
controladas.

O experimento foi conduzido com plantas em trés estagios vegetativos de
desenvolvimento, sendo: 2-4 folhas, 4-6 folhas e plantas em florescimento. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizados com trés
repeticdes Foram tratadas o total de duas folhas expandidas em suas faces adaxial sob a
forma de cinco gotas totalizando 1,0 uL nas duas folhas de uma solucdo contendo o
herbicida glyphosate, marcados com Cis, com auxilio de microaplicador (Hamilton
PB6000 Dispenser, Hamilton Co. EUA). O glyphosate utilizado foi radiomarcado no

radical phophonomethylene (C3), apresentando atividade especifica de 50mCi/mmol™e
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99% de pureza e utilizado para preparo de uma solucédo de aplicagdo com volume de 127
pL, contendo 14800 KBgq. Essa solucéo foi preparada diluindo-se o glyphosate marcado
em uma calda contendo o glyphosate comercial, de tal forma que a concentracao final do
herbicida fosse equivalente a dose comercial de 720 g e.a. ha’*, com um volume de calda
de 200 L hat. Um total de 91,89 KBq foi aplicado em cada planta.

Apos aplicagdo as plantas foram entdo transferidas para bancadas e a irrigagdo
feita diretamente no solo, impedindo qualquer contato com as folhas. As plantas foram
cortadas para analises 4, 6, 8, 12 e 48 horas apds o tratamento (HAT) e divididas em
quatro partes: todas as folhas tratadas, folhas acima das folhas tratadas, folhas abaixo das
folhas tratadas, caule e raizes, com o objetivo de quantificar a radioatividade em cada
uma destas partes.

As folhas tratadas foram lavadas com 3,5 mL (sendo lavadas sete vezes com
auxilio de uma pipeta calibrada para 500 L) de solucéo contendo 1mL de metanol, 1mL
de &gua deionizada, e 0,2% (v/v) de surfactante ndo idnico (Agral) para retirar o herbicida
ndo absorvido. Do liquido proveniente dessa lavagem, foi retirada uma aliquota que foi
misturada com liquido de cintilacdo para posterior analise da radioatividade através da
espectrometria de cintilacdo liquida (ELC) (Packard 1900 TR). A radioatividade presente
no liquido das folhas lavadas e nas outras partes da planta foi determinada para verificar
se a soma se aproxima do total aplicado (balango de massa).

As partes previamente separadas apos a lavagem das plantas foram secas em
estufa com circulagcdo a 50°C por 48 horas e submetidas a combustdo em um oxidador
biolégico (OX 600 Harvey Instruments). A absor¢do do glyphosate foi determinada como
porcentagem de radioatividade presente no interior da planta (para cada parte) em relacao
a radioatividade total recuperada (Equacao 1). Para melhor visualizacdo da posicéo final
do herbicida radiomarcado, as plantas tratadas foram expostas a placas fosforecentes
(Storage Phosphor Screen, Perkin Elmer), e lidas no Cyclone PLus para se obter a
autoimagem correspondente a translocacao do glyhosate.

% H abs = C14 — tec.ox. 100
0t abS = tec.ox. +C14 — lav.

[1]

Equacgéo 1: Em que Habs = herbicida absorvido pelas plantas; C14- tec.ox. = quantidade

de C* detectada nos tecidos oxidados (raizes + folha tratada + parte aérea); e C14- lav. =
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quantidade de C'* detectada na lavagem da folha tratada (liquido de lavagem +
radioatividade no interior da planta).

Para descricdo do padrdo de absorcdo e translocacdo dos herbicidas, regressoes
foram ajustadas de acordo com os dados, sendo os dados de absorcéo e translocacéo totais
para cada periodo de aplicacdo, submetidos a regressfes ndo-lineares do tipo logistica,

seguindo a equagéo 2 (REIS et al., 2015).

(A1 — A2)

Y =42+ g
1+ ()

[2]

Equacdo 2: Em que Y = porcentagem total do herbicida absorvido/translocado pelas
plantas; Al = absor¢do/translocacdo minima de glyphosate; A2 = absorcdo/translocacao
maxima de glyphosate e x0 = Periodo em que a absorg¢éo/translocacéo do glyphosate se
iguala a 50% do total absorvido/translocado.

Posteriormente, os dados relativos as partes da planta em que o herbicida foi
translocado, foram submetidos a andlise de variancia, que sendo significativa, tiveram

suas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A absorcdo total do herbicida glyphosate por plantas de Spermacoce verticillata
foi baixa, sendo em média 31% do herbicida aplicado. A absor¢cdo de glyphosate ndo
ultrapassou 40% do total aplicado em nenhum dos estagios avaliados (Figura 1). Essa
absorcdo varia muito de espécie para espécie e entre as diferentes adaptacdes que essas
apresentam. Plantas de Amaranthus hybridus e Ipomoea grandifolia, por exemplo,
absorveram mais o glyphosate (absorcao superior a 80% do aplicado), enquanto plantas
de Digitaria insularis menos (50% do herbicida aplicado). Essas diferencas podem estar
ligadas a espessura e a composicao das cuticulas foliares de cada espécie (CARVALHO
etal.,, 2012; MONQUERO et al., 2004). Para os  diferentes  estadgios de

desenvolvimento, observou-se que aplicacfes em plantas em menor estagio vegetativo
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garantiram maior absorcdo do herbicida, porém para que 80% desse total ocorressem,

levaram-se aproximadamente 13 dias (Figura 1, Tabela 1).

40 ~

35 +

—&— 2-4 folhas -2 - 4-6 folhas & florescimento

0 10 20 30 40 50
Horas apés o tratamento (HAT)

Figura 1. Absorcéo de 4C-glyphosate aplicado em folhas de Spermacoce verticillata as
0, 4, 6, 8, 12 e 48 horas apds o tratamento, expressa como a porcentagem do
total aplicado.

Em aplicacgdes nas plantas mais desenvolvidas (plantas de 4 a 6 folhas e plantas
em florescimento), reduziu-se o total final absorvido de glyphosate (24% e 34%,
respectivamente), porém, para essas plantas, mais rapido atingiu-se a saturacdo de
absorcédo do glyphosate. Para absorcéo de 80% do total absorvido, levaram-se 10 e 7 dias,
para plantas nos estagios de 4-6 folhas e florescimento respectivamente (Figura 1, Tabela
1).

Tabela 1. Parametros das regressdes logisticas utilizadas para calcular a porcentagem de
absorcdo do total de !*C-glyphosate aplicado em folhas de Spermacoce
verticillata nas diferentes horas apds o tratamento e estagios de aplicacao.

Aplicacio/Estagio Al A2 P ECso ECso R?
2- 4 Folhas 005+14 3706+23 139+0,3 503+£0,6 1355+3,9 0,98
4 — 6 Folhas 032+13 2465+12 323+£06 643+04 9,88+11 0,98
Florescimento  0,01+1,7 3455+20 169+06 3,15+05 7,08+1,7 0,98
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Equacdo: Y = A2 + (A1-A2)/(1+(x/x0)"p), onde Y € a porcentagem do total absorvida,
Al, a menor absorcdo, A2, a maior absorcdo, p e x, parametros da equacéo, ECso, ECgo,
as quantidades de horas para absorcdo de 50% e 80% do total respectivamente, e R? 0
coeficiente de determinacdo.

Sabe-se que a absorcéo do glyphosate em geral ocorre de maneira acelerada nas
primeiras 24 horas da sua aplicacéo, e que depois dessa, essa velocidade de absorc¢ao
diminui (GASKIN; HOLLOWAY, 1992). Neste caso a aplicacdo em plantas em estagios
vegetativos menores, permitiu uma absorcdo continua do herbicida até o periodo avaliado
(48 horas). Plantas jovens de S. verticillata e plantas em pleno florescimento absorveram
maior quantidade de glyphosate. Plantas com 4-6 folhas no absorveram menos herbicida.

Essas diferencas de absorcdo encontradas nos diferentes estagios de
desenvolvimento de plantas de S. verticillata podem ser resultado dos diferentes
processos fisiologicos que ocorrem nas plantas devido a diferencas morfologicas
apresentadas por essas. Ressalta-se que em capitulos anteriores, ndo foram relatadas
diferencgas de controle com o glyphosate nos distintos estagios de aplicagdo, indicando
que as quantidades aqui absorvidas (no minimo 24% do aplicado), sdo, portanto na teoria,
suficientes para o controle da espécie.

Com relagdo as caracteristicas morfo-anatbmicas, podem existir fatores que
alterem a absor¢do do herbicida como observado por outros autores para outras espécies
(MICHITTE et al., 2004). Assim, a absorcéo diferencial nos diferentes estagios pode
estar relacionada com a composi¢do das camadas de ceras epicuticulares presentes o que
precisa ser melhor investigado (GUIMARAES et al., 2009; NANDULA et al., 2008).

A translocacgéo total do glyphosate foi maior em plantas com desenvolvimento
vegetativo mais avancado (pOs-tardio, 35%) e menor para plantas em estagio
intermediario de desenvolvimento, ndo ultrapassando 29% e 17% para plantas nos

estagios de aplicacdo pos-inicial e pds-normal respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Translocagdo de 4C-glyphosate aplicado em folhas de Spermacoce verticillata
as 0, 4, 6, 8, 12 e 48 horas apds o tratamento, expressa como a porcentagem do
total aplicado.

A velocidade de translocacdo acompanhou os estagios de desenvolvimento das
plantas, assim como na absorcdo. Plantas com estadio fenolégico mais avancado
apresentaram translocagdo maior em menor periodo de tempo (Tabela 2). Pelas diferencas
entre translocacéo e absorcéo, nota-se que 8% do glyphosate ficou retido nas folhas de S.
verticillata quando a aplicacdo ocorreu em pds-inicial; 7,45% em p6s-normal e 0% em
aplicacdes pos-tardias. A baixa retencao do herbicida nas folhas aplicadas, reforca a idéia
de que as falhas de controle ndo ocorrem devido a resisténcia de plantas ao herbicida
glyphosate, causadas por diferencas de absorcao e translocacdo, como evidenciado por
outros autores (YU et al., 2007; LORRAINE-COLWILL et al., 2003).
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Tabela 2. Parametros das regressdes log-logisticas utilizadas para calcular a porcentagem
de translocacéo do total de *C-glyphosate aplicado em folhas de Spermacoce
verticillata nas diferentes horas apds o tratamento e estagios de aplicacao.

Aplicacio/Estagio Al A2 P ECso ECso R?
2- 4 Folhas 0,02+0,3 2963+0,6 1,43+0,1 589+0,2 1546+1,4 0,99
4 — 6 Folhas 0,75+10 17,20+1,0 148+98 741+04 8,14+0,3 0,96
Florescimento 0,06 +34 3567+29 320+14 428+05 6,60+14 0,93
Equacdo: Y = A2 + (A1-A2)/(1+(x/x0)"p), onde Y é a porcentagem do total absorvida,
Al, a menor absorcdo, A2, a maior absorcdo, p e x, parametros da equacdo, ECso, ECgo,
as quantidades de horas para absorcdo de 50% e 80% do total respectivamente, e R? 0
coeficiente de determinacdo.

O glyphosate translocou-se diferencialmente para acima das folhas tratadas e para
as raizes de acordo com o estagio de aplicacdo. A translocacdo para baixo, ou para 0s
caules ndo apresentou diferencas significativas entre estagios. Nenhuma das
translocac6es sofreu acdo dos periodos avaliados bem como a interacdo desses com o

estagio de aplicacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de p para a translocagdo de *C-glyphosate nas diferentes partes da
planta de Spermacoce verticillata nas diferentes horas apds o tratamento e
estagios de aplicagdo.

Translocacao Estagio Horas Estagio x Horas
Total 0,0468 0,2810 0,8896
Acima aplicado 0,0322 0,0745 0,4306
Abaixo aplicado 0,3941 0,0973 0,8022
Caule 0,2979 0,5577 0,4626
Raiz 0,0336 0,3237 0,9275

Valores inferiores a 0,05, representam diferencas significativas a 5%.

A translocacdo foi maior para as folhas localizadas acima das folhas que
receberam o herbicida radioativo. Em média essa translocacdo foi de 67%, sendo mais
representativa para plantas em florescimento. Essa translocacdo influenciou na sua
maioria, portanto, a translocacao total do glyphosate. Plantas que receberam a aplicacao
em pleno florescimento apresentaram maior translocacéo de glyphosate em comparagéo
a plantas que receberam o herbicida com 4-6 folhas. A translocacdo acima das folhas

aplicadas para plantas em pos-inicial foi semelhante aos demais estagios (Figura 3).
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A translocacédode glyphosate para as folhas superiores de plantas bem como para
as raizes ¢ comum. O glyphosate apresenta ambos os movimentos, porém tende a
translocar-se para os apices da planta, pois esse movimento acompanha o fluxo de
carboidratos de 6rgéos tidos como fontes para os drenos metabdlicos, ocasionando o
acumulo do herbicida nos meristemas apicais e em raizes (REIS et al., 2015; CHEN et
al., 2009; MCALLISTER; HADERLIE, 1985).
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Figura 3. Média da translocacéo de **C-glyphosate em Spermacoce verticillata, expressa
como a porcentagem do total aplicado, porcentagem do total aplicado
translocado acima do local de aplicacdo e porcentagem do total aplicado
translocado para as raizes para os diferentes momentos de aplicacéo (I: Inicial (2
— 4 Folhas), N: Normal (4 — 6 Folhas) e T: Tardio (Florescimento)).

Para as raizes, a translocacdo do glyphosate foi pequena (5%), porém
muito diferente entre os estdgios. Aqui, obedeceu-se uma ordem decrescente de
translocacdo, onde em plantas mais jovens foi translocado mais glyphosate para as raizes
(9%) em comparacgdo as plantas mais velhas em pleno florescimento (1%) (Tabela 3).
Essa translocagéo pode ser melhor observada nas radioimagens, onde logo nas horas
iniciais de aplicacédo (6 HAT), observa-se que apenas plantas jovens apresentaram o
glyphosate em suas raizes (Figura 4). Com o passar do tempo (12 HAT), plantas que
apresentavam de 4-6 folhas, passaram a apresentar também o glyphosate em suas raizes,

ao contrario das plantas em florescimento (Figura 5).
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Figura 4. Foto das plantas tratadas e radioimagens de Spermacoce verticillata com
aplicacéo foliar de *4C-glyphosate seis horas apds o tratamento (HAT). 1: Foto
da planta tratada, 2: Radioimagem da translocacdo do herbicida. A: estagio de
aplicacdo 2 — 4 folhas; B: estagio de aplicacdo 4 — 6 folhas; C: estagio de
aplicagdo florescimento. Fonte: Autoria propria.
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Figura 5. Fotos das plantas tratadas e radioimagens de Spermacoce verticillata com
aplicacéo foliar de **C-glyphosate doze horas ap6s o tratamento (HAT). 1: Foto
da planta tratada, 2: Radioimagem da translocacdo do herbicida. A: estagio de
aplicacdo 2 — 4 folhas; B: estagio de aplicacdo 4 — 6 folhas; C: estagio de
aplicagdo florescimento. Fonte: Autoria propria.
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Para as raizes, a translocacdo de glyphosate esta relacionada ao transporte de
acucares no floema. Plantas mais jovens apresentam maiores atividades fotossistéticas e
consequentemente maiores translocagdes (TAIZ; ZEIGER, 2004). A translocagéo varia
entre espécies e plantas devido a diferencas em seu metabolismo, causadas por mudancas
fisioldgicas ou anatdmicas. As plantas em maior estagio vegetativo foram controladas,
mostrando que a translocacao aqui obtida foi suficiente para o controle da espécie. Porém,
plantas que se encontravam florescidas, receberam menores quantidades de herbicida em
suas raizes 0 que em situacOes especificas pode modificar a eficacia de controle do
herbicida, como ocorre para outras espécies, tais como plantas de buva ou azevém
(POWLES; YU, 2010).

CONCLUSOES

Plantas de Spermacoce verticillata em estagio de florescimento apresentaram
absorcdo mais lenta do herbicida glyphosate e plantas com 4-6 folhas absorveram
menores quantidades totais do herbicida. A translocacéo foi facilitada em plantas novas
ou velhas, principalmente influenciada pela translocacdo acima do ponto de aplicacdo. A
translocacdo as raizes foi maior e mais rapida para plantas em menor estagio vegetativo

de desenvolvimento.
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CAPITULO 3 - Caracterizagao foliar de Spermacoce verticillata em trés estagios de
desenvolvimento.

RESUMO. Os diferentes estagios de desenvolvimento de uma planta, podem modificar
suas estruturas anatdmico foliares, o que pode influenciar no controle resultante da
aplicacdo do herbicida, modificando sua retencdo, absor¢éo, translocacdo e seu efeito
final. Este trabalho tratou do estudo de diferencas morfologicas e histologicas em folhas
de Spermacoce verticillata em diferentes estagios de desenvolvimento, a fim de se buscar
diferengas que pudessem explicar a suscetibilidade diferencial aos herbicidas. Folhas
foram coletadas de plantas em diferentes estagios fenoldgicos (2-4 folhas, 4-6 folhas e
florescimento) e submetidas a analises histologicas e de microscopia de varredura. Nas
analises histoldgicas foram coletadas 4 folhas retiradas dos nos superiores. Avaliaram-se
as seguintes caracteristicas foliares: espessura total da lamina foliar, espessura do
parénquima paligadico, espessura do parénquima lacunoso, espessura da cuticula e das
células epidérmicas nas faces abaxial e adaxial, altura e largura da nervura central. Esses
dados foram observados 5 vezes, em 2 folhas para cada cinco individuos, totalizando 50
repeticdes por estagio. Esses dados foram submetidos a anélise de variancia que quando
significativa, tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
As anédlises de superficie foliar foram realizadas com observagdo em microscopio
eletrénico de varredura. Observou-se que com o avangar dos estagios de desenvolvimento
de S. verticillata as plantas passaram a apresentar redugdes da sua espessura foliar, devido
areducdes da epiderme abaxial, das medidas dos vasos condutores e de seus parénquimas.
Em estagios mais avangados de desenvolvimento (4-6 folhas e florescimento) as folhas
apresentaram em sua superficie adaxial menor quantidade de estbmatos e maior
quantidade de tricomas. Plantas com menor quantidade de estbmatos e maior presenca de

tricomas podem dificultar a absorcédo de herbicidas.

Palavras-chave: Cuticula, epiderme, estbmatos, tricomas.
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CHAPTER 3 - Foliar characterization of Spermacoce verticillata in three stages of
development.

ABSTRACT. Recently, Spermacoce verticillata has been reported as a difficult control
plant in herbicide burndown operations. The good absorption of the herbicide is essential
for it to reach the site of action. It is known that different stages of development of a plant
can modify its anatomical foliar structures, which may influence the control resulting
from the application of the herbicide, modifying its retention, absorption, translocation
and its final effect. This study had the objective to identify morphological and histological
differences in leaves of Spermacoce verticillata at different stages of development, in
order to explain differential susceptibility to herbicides. Leaves were collected from
plants at different phenological stages (2-4 leaves, 4-6 leaves and flowering plants) and
submitted to histological analysis and scanning microscopy. In the histological analysis,
four leaves were collected from the upper nodes. The following foliar characteristics were
evaluated: total leaf thickness, palisade parenchyma thickness, lacunar parenchyma
thickness, cuticle thickness and epidermal cells on the abaxial and adaxial surfaces, height
and width of the central rib. These data were observed five times, in two leaves for every
five individuals, totalizing 50 repetitions per stage. These data were submitted to analysis
of variance, which, when significant, had their means compared by the Tukey test at 5%
probability. Leaf surface analyzes were performed with scanning electron microscopy. It
was observed that with the advancement of the stages of development of S. verticillata
the plants began to show reductions of their leaf thickness due to reductions of the abaxial
epidermis, the measurements of the conducting vessels and their parenchyma. At more
advanced stages of development (4-6 leaves and flowering), the leaves presented on their
adaxial surface a lower quantity of stomata and a larger quantity of trichomes. Plants with

fewer stomata and greater presence of trichomes may hinder the absorption of herbicides.

Keywords: Cuticle, epidermis, stomata, trichomes.
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INTRODUCAO

O herbicida pode ser absorvido através de suas estruturas aereas e subterraneas,
como folhas, caules, raizes e rizomas. Contudo, a principal via de entrada do herbicida na
planta é a folha (SILVA et al., 2002). E nessa que se encontram estruturas tais como ceras
epicutilares e tricomas, que podem impor barreiras a absor¢do e modificagdes anatdbmicas
que podem alterar a translocacéo de herbicidas (VIDAL, 2002).

A morfologia foliar regula a retencdo do produto, enquanto a anatomia a
velocidade de absorcdo do ativo (PROCOPIO et al., 2003). Desta forma, modificacdes
foliares, podem afetar a sensibilidade da planta a acdo do herbicida (FERREIRA et al.,
2006).

O estagio de desenvolvimento da planta e a forma de suas folhas, sua orientagédo
e area especifica podem alterar a eficacia do herbicida. Além disso, em diferentes
estagios, diferentes sdo as prioridades para a condugdo dos fotoassimilados no vegetal,
afetando também a translocacdo do herbicida (HETHERINGTON et al., 1998;
JOHNSON; HOVERSTAD, 2002; SILVA et al., 2002). Em geral, aplicacGes realizadas
em estagios iniciais de desenvolvimento resultam em maior eficacia de controle
(MARQUES et al., 2012).

Algumas plantas, como as de Lolium multiflorum (azevém) apresentam diferencas
foliares que modificaram a sensibilidade ao glyphosate, que véo desde a modificacdes de
compactacdo de células do mesofilo até modificacdes na proporcdo floema/xilema
(GALVAN et al., 2012). A absorcdo foliar € um dos mecanismos da resisténcia ao
glyphosate em Sorghum halepense (capim-massambard) tanto por uma maior retencéo
foliar, quanto por uma menor velocidade de absorcéo em plantas menos sensiveis (VILA-
AIUB et al., 2011).

A diferenciacdo na absorcdo de herbicidas também € caracteristica de plantas
tolerantes (CRUZ-HIPOLITO et al., 2011). A essa barreira ao herbicida pode-se atribuir
a presenca de ceras epicuticulares ou a epidermes mais espessas (HESS; FALK, 1990).
Além disso, plantas em estagios mais avancados podem modificr sua composicéo foliar,
principalmente aquela relacionda a camada epicuticular, tornando folhas velhas mais
lipofilicas e alterando assim a suscetibilidade da planta ao herbicida. Estudos desse tipo
sdo fundamentais para o sucesso do controle quimico de plantas daninhas (Chacalis et al.,

2011). Este trabalho teve por objetivo analisar a anatomia foliar de Spermacoce
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verticillata em diferentes estagios vegetativos de desenvolvimento e relacionar esta

anatomia com a suscetibilidade a aplicacéo de herbicidas.

MATERIAL E METODOS

Para caracterizagdo foliar de S. verticillata foram conduzidos dois experimentos
na Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz, ESALQ, USP sendo o primeiro a
avaliacdo histoldgica das populacdes de S. verticillata e o segundo a analise de
microscopia eletrénica de varredura de folhas. Plantas foram originadas por sementes
obtidas de maneira semelhante ao capitulo dois.

Foram avaliados trés estagios fenoldgicos sendo eles a) plantas com 2-4 folhas
totalmente expandidas, b) plantas com 4-6 folhas completamente expandidas e c) plantas
em florescimento. Para cada estagio utilizado foram coletadas 4 folhas, sendo elas
retiradas dos dois n6s mais apicais. Para cada par de folhas, uma foi destinada para a
confec¢do de ldminas para contagem de estdbmatos e células epidérmicas ordinarias e para
analise ao microscopio eletrdnico de varredura. A segunda folha do n6 foi utilizada
confeccdo de laminas histologicas para obtencdo dos demais parametros (espessura da
cuticula e epiderme, largura e altura da nervura central e altura do parénquima pali¢adico
e lacunoso). Portanto, para cada individuo, 2 folhas foram analisadas em regiGes

diferentes.

Andlises anatdbmicas

Todas as folhas coletadas foram fixadas em solucdo Karnovsky (Karnovsky 1965,
modificada com a utilizacdo de tampéao fosfato pH 7,2), submetidas a bomba de vacuo
para retirada do ar contido nos tecidos, para posteriores analises estruturais. Para a
confec¢do das laminas histolégicas permanentes, parte das amostras foi desidratada em
série etilica e infiltradas em historresina (LeicaHistoresin®) segundo as instrucdes do
fabricante. Os blocos obtidos foram seccionados em micrétomo rotativo manual (Leica®)
com navalha do tipo C, a uma espessura de 5 um. As secc¢des foram coradas com azul de
toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampéo fosfato e citrato pH 4,5 e montadas em resina
sintética Entellan® (Merck®).

Para caracterizacdo das células epidérmicas em vista frontal e para a contagem de

estdmatos, de células epidérmicas ordinarias e para contagem de tricomas, foi realizada a
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técnica de dissociacdo de epiderme em solucédo de alcool etilico, acido acético glacial e
glicerina (na concentracdo de 3:1:1) (JOHANSEN, 1940). Os fragmentos foram corados
com safranina 1% em agua (BUKATSCH, 1972) e montados em glicerina para posterior
captura de imagens.

Os seguintes parametros foram obtidos a partir das se¢des transversais do limbo
foliar: espessura da cuticula das faces adaxial e abaxial; espessura das células epidérmicas
em ambas as faces; espessura total da 1dmina foliar; espessura do parénquima pali¢adico
e do parénquima lacunoso e altura e largura da nervura central. Para cada parametro,
foram realizadas cinco medidas/contagens. Para as medicGes e contagens foi utilizado o
Software Image J (RASBAND, 2006) e o software Image Pro Plus.

A documentacdo dos resultados foi feita através da captura de imagens a partir das
laminas usando camera de video Leica® DFC310Fx acoplada ao microscopio Leica®
DM LB, com auxilio do software LAS 4.0. As observacdes de cada caracteristica foram
repetidas por cinco vezes, em duas folhas para cada cinco individuos, totalizando 50
repeticBes por estagio. Esses dados foram submetidos a anélise de variancia que quando

significativa, tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Microscopia eletronica de varredura

As analises de superficie foliar foram realizadas com amostras previamente
fixadas em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965 - modificada com a utilizacdo
de tampdo fosfato pH 7,2), desidratadas em série etilica até etanol absoluto, secas pelo
método do ponto critico de CO2 (Horridge e Tamm 1969) no equipamento Balzers modelo
CPD 030, montadas sobre suportes de aluminio e cobertas com uma camada de ouro de
30 a 40 nm no equipamento Balzers modelo SCD 050.

As observacoes e eletromicrografias foram realizadas ao microscépio eletrénico
de varredura LEO modelo VP 435, operado a 20 kV, com as escalas das
eletromicrografias diretamente impressas nas mesmas, no Nucleo de Apoio a Pesquisa
em Microscopia Eletrénica Aplicada a Agricultura - NAP/MEPA - da ESALQ/USP e a

avaliacdo se deu através da observacao dessas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise anatdmica

Observando-se plantas de Spermacoce verticillata, notou-se que com o maior
desenvolvimento da espécie, essas passaram a apresentar menor espessura foliar. A
analise da cuticula foliar na sua superficie adaxial ndo resultou em diferencas na espessura
nos diferentes estagios avaliados, porém, na face abaxial, a cuticula apresentou-se mais
espessa nos estagios mais avancados, contrariando o observado para a espessura total da
folha (Tabela 1). Esses resultados de espessura de cuticula, porém, pouco impactam a
espessura total foliar observada, representando juntas (adaxial + abaxial), na média
0,06%, do valor total observado.

Ja os dados observados para a epiderme foliar seguem o observado para a
espessura total da lamina foliar. A epiderme adaxial ndo apresentou diferencas
significativas de espessura ao longo dos estagios de desenvolvimento, porém, a abaxial,
diminuiu com o avango dos estagios, sendo menos espessa em plantas em florescimento
em comparagdo com plantas apresentando de 2-4 folhas. As epidermes nesse caso

representaram 31% da espessura total foliar (Tabela 1).

Tabela 1. Espessura laminar, das cuticulas e das epidermes de folhas de Spermacoce

verticillata em trés estagios vegetativos de desenvolvimento.

Estagio/ Espessura Cuticula (um) Epiderme (um)
Superficie Lamina - - - -
Foliar Foliar (um) Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
2-4 folhas 252,12 a 0,76 a 0,69 ab 40,68 a 36,88 a
4-6 folhas 248,33 ab 0,79 a 0,67 b 42,67 a 35,25 ab
Florescimento 235,65 b 0,80 a 0,74 a 42,94 a 32,86 b
F 361 ° 1,64 NS 427 7 1,63 NS 424 *
DMmS! 15,19 0,05 0,05 3,23 3,28
CV? (%) 13,06 15,41 17,4 16,21 19,82

!Diferenca minima significativa. 2Coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela mesma letra na
coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de probabilidade de erro de 5%.
“Significativo a 5% de probabilidade. NNéao significativo.
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A cuticula nesse caso, na face adaxial, se manteve da mesma espessura durante o0s
estagios de desenvolvimento da planta, ndo implicando necessariamente devido a esse
motivo, possiveis diferencas de controle observadas com a aplicagdo de herbicidas.
Porém, para anular o efeito da cuticula nas diferencas de suscetibilidade da espécie, seria
necessaria uma analise dos componentes dessa, pois esses podem sofrer alteracdes de
acordo com os estagios de desenvolvimento da planta (SILVA et al., 2002).

Ainda, as diferencas de espessura de cuticula e epiderme, nas faces abaxiais da
planta, pouco impactariam o efeito de herbicida, pois em geral a retencao desse em folhas
eudicotiled6neas ocorre na face adaxial (superior) da planta, diferente de gramineas, que
devido a orientacéo foliar, podem reter maiores quantidades de herbicidas na superficie
abaxial (SCHOTT etal., 1991).

Do ponto de vista fisiologico, a espessura foliar apresenta relacdo inversamente
proporcional com a area foliar e relagdo proporcional com a densidade estomatica. O
aumento da area foliar, bem como diminuicéo dos estbmatos com o avanco da idade da
planta podem estar relacionados com mecanismos que elevem a transpiracdo da espécie
(BOEGER; WISNIEWSKI, 2003). Porém, diferencas na cuticula da face abaxial (nesse
caso, um aumento da sua espessura) sdo consideradas como prevencdo contra a
transpiragéo e nesse caso podem balancear esse efeito (LARCHER, 2000).

Se por um lado, a reducdo da espessura da epiderme foliar, pode levar a planta a
uma condicdo de fragilidade frente a fatores do meio, nesse caso, plantas de S. verticillata
apresentaram maiores espessuras foliares em todos os estagios observados se comparadas
a outras plantas daninhas como Galinsoga parviflora, Conyza bonariensis e Ipomoea
cairica, porém apresentam menores espessuras de cuticula (PROCOPIO et al., 2003).

Com relacdo aos dados observados para o vaso condutor, observou-se que em
estagios mais avancados de desenvolvimento, plantas de S. verticillata apresentaram
menor largura e menor altura, portanto, vasos de menores didmetros com o avancar da
idade da planta. Corroboram essa diminuicéo, as observacdes realizadas para a altura do
parénquima, seja palicadico, seja lacunoso e a diminuicdo da espessura foliar. Vasos de

menor diametro, translocam menores quantidades de herbicida (Tabela 2).
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Tabela 2. Largura e altura da nervura central e altura dos diferentes parénquimas
presentes em folhas de Spermacoce verticillata em trés estagios de

desenvolvimento.

Estégio/ Nervura Central (um) Altura Parénquima (um)

Superficie Foliar Largura Altura Palicadico Lacunoso
2-4 folhas 16,96 a 45,36 a 0,16 a 0,37 A
4-6 folhas 178 a 43,24 a 0,13 b 0,34 B
Florescimento 13,12 b 3598 b 0,13 b 0,34 B
F 203 © 16,53 ™ 16,73 ™ 13,72 ™

DMS! 1,85 4,005 0,011 0,016

CV?Z (%) 24,53 20,6 17,2 9,62

Diferenca minima significativa. 2Coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela mesma letra na
coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de probabilidade de erro de 5%. ™
Significativo a 1% de probabilidade. N>Néo significativo.

O parénquima palicadico é formado por varios extratos de células, que em geral,
responde a alteracdes de intensidade luminosa. O menor numero de extratos do
parénquima palicadico apresentado aqui em estagios mais avancados de desenvolvimento
acompanha o aumento da &rea foliar, contribuindo para a reducdo da espessura da folha.
Essa mesma compensacdo pode explicar as redugdes, também observadas, para o
parénquima lacunoso e a possivel maior transpiracdo das plantas, ja que a reducdo de
espacos intercelulares reduz o CO> disponivel para ser usado na fotossintese (FAHN,
1990).

Por outro lado, a compactacédo de espacos celulares pode diminuir a velocidade da
translocacdo de herbicidas como ja observado, por exemplo, para Lolium multiflorum e
para Brassica juncea com o uso do herbicida glyphosate (GALVAN et al., 2012;
HUANGFU et al., 2009).

Também com o avancar dos estagios de desenvolvimento, plantas de S.
verticillata reduziram a presenca de estbmatos nas suas folhas em ambas as superficies
(adaxial e abaxial). Ressalta-se que pelos dados observados trata-se de uma espécie
anfiestomatica, pois apresenta estdbmatos em ambas as faces de sua superficie foliar,
caracteristica comumente encontrada entre espécies de plantas daninhas (MACHADO et
al., 2008; PROCOPIO et al., 2003; FERREIRA et al., 2002).

O indice estomatico, para ambas as faces foliares, foi reduzido nos estagios em
que a planta apresentava 4-6 folhas e em plantas em florescimento. O nimero de tricomas

na superficie adaxial elevou-se com o avancar dos estagios e variou na superficie abaxial,
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sendo maior no estagio intermediario de desenvolvimento e menor no estagio inicial
(Tabela 3).

Tabela 3. Numero de estbmatos, indice estomatico e nimero de tricomas de folhas de

Spermacoce verticillata em trés estagios de desenvolvimento.

Estégio/ Numero Estdmatos! indice Estomatico Numero Tricomas?

S“Fpglrigf'e Adaxial  Abaxial Adaxial Abaxial  Adaxial  Abaxial
2-4 folhas 16,96 a 45,36 a 0,16 a 0,37 a 36,84 ¢ 22,04 ¢
4-6 folhas 178 a 4324 a 0,13 b 0,34 b 4356 b 43,56 a
Florescimento 13,12 b 3598 b 0,13 b 0,34 b 49,12 a 315 b
F 203 ™ 16,53 T 16,73 7 13,72 ™ 1524 ™ 61,41

DMS? 1,85 4,005 0,011 0,016 5,27 461

CV3 (%) 24,53 20,6 17,2 9,62 25,79 30,07

Por 0,3 mm2. 2Diferenca minima significativa. *Coeficiente de variagdo. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de probabilidade de erro
de 5%. ™ Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. NSNao significativo.

A densidade estomatica esta relacionada a capacidade fotossintética das folhas,
uma vez que, quanto maior o nimero de estdmatos por area, menor a resisténcia a difusao
de gases. Assim, a menor densidade estomatica observada em ambas as faces das folhas
de S. verticillata com o aumento da idade da planta, pode levar a menores taxas
fotossintéticas. Essa diferenca pode ser compensada pela maior quantidade de folhas
apresentada por planta, bem como o tamanho dessas folhas (LIMA JUNIOR et al., 2006).

Com relagédo ao indice estomatico esse em geral é mais elevado quando a planta
se encontra sob maiores intensidades luminosas (LIMA JUNIOR et al., 2006). No caso,
por tratar-se de uma planta daninha, € comum que essa esteja adaptada em seus estagios
iniciais a apresentar maior densidade estomatica a fim de competir com outras espécies
em seu desenvolvimento, sendo que em estagios mais avangados, venha a apresentar
reducdes do nimero de estdbmatos presentes devido a menor intensidade luminosa que
estaria submetida. Corrobora essa estratégia o fato de que plantas mais adaptadas ao
estresse, apresentariam em teoria, maiores capacidades de transporte de seiva, e por isso
sendo observada também a reducéo das medidas apresentadas pelos vasos condutores nos
estagios mais avancados (ALVES; ANDYALOSSY-AFFONSO, 2000).

Para 0 numero de tricomas, sabe-se que a presenca desses pode prejudicar o
controle proporcionado por herbicidas, por interceptar e causar a aderéncia das gotas de
pulverizacdo (HESS; FALK, 1990; PROCOPIO et al., 2003; GALVANI et al., 2012). A
relacdo entre nimero de estdmatos e tricomas e a facilidade de absorgéo de herbicidas é
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muito mal interpretada. Alguns autores alegam que a maior presenca de estdmatos pode
elevar a eficacia de produtos, porém sabe-se que a absor¢do desses ndo ocorre por essas
estruturas e sim nos espacos intercelulares que apresentam essas estruturas (GREENE;
BULKOVAC, 1974; SCHONHERR, 2006; TUFFI-SANTOS et al., 2009; BARROSO et
al., 2015). Para que o herbicida penetre o estdbmato, esse necessita quebrar a tensédo
superficial da gota, sendo recomendado nesse caso a adi¢do a calda do herbicida de
surfactantes organosiliconados (FERREIRA et al., 2012; PROCOPIO et al., 2003). Por
outro lado, nas células-guarda dos estbmatos, a presenca da cuticula é reduzida, o que
pode facilitar a absor¢éo de herbicidas (SCHONHERR, 2006).

As estruturas anatomicas da folha, aqui observadas, podem influenciar a
deposicéo, retencdo, absorcdo e translocacdo de solucbes aplicadas sobre as folhas,
funcionando como barreiras e assim associando-se a maior ou menor suscetibilidade ao
controle com herbicidas. Porém, observou-se que com o0 avancar dos estagios de
desenvolvimento de S. verticillata, a planta reduziu a espessura de suas folhas, reduzindo
conjuntamente a espessura da sua epiderme abaxial, dos seus vasos condutores, das suas
células fotossintéticas e do seu numero de estbmatos, estando pouco provavelmente essas
caracteristicas relacionadas a falhas de controle.

Por outro lado, plantas em maior estdgio de desenvolvimento apresentaram
maiores quantidades de tricomas presentes na superficie adaxial, superficie essa que
mantém o maior contato com as gotas pulverizadas do herbicida, podendo essa ser uma
barreira a absorcdo de alguns produtos, como ja observado por outros autores
(PROCOPIO et al., 2003). Reforcam os dados aqui apresentados, a quase inexisténcia de
herbicidas que resultaram em reducdes de controle de S. verticillata quando aplicados em
plantas mais desenvolvidas (como observado no capitulo 2).

As falhas de controle de S. verticillata, dentre os relatos realizados por
produtores, bem como pelos dados observados em conjunto nesse trabalho, podem estar
ligadas a outros fatores, como a toler&ncia dessa espécie a herbicidas inibidores da ALS
e/ou PROTOX, ou devido a resisténcia multipla a esses mecanismos de acdo, como ja
relatado para outras espécies (SHOUP et al., 2002; WHALEY et al., 2007). Essas

diferencas de controle precisam ser melhores investigadas.
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Microscopia eletronica de varredura

As folhas de S. verticillata apresentaram baixas espessuras de cera epicuticular, o
que pode ser visto na Figura 1. Os estbmatos dessa espécie, que se apresentou
anfiestomatica, sdo do tipo paracitico, apresentando duas células subsidiarias paralelas as
células-guarda e apresentaram distribuicéo reticulada, comum em eudicotileddneas. As
células epidérmicas apresentaram a presenca de papilas, que por podem convergir raios
luminosos para o interior do mesofilo, sendo um mecanismo adaptativo auxiliar a

fotossintese, caracteristica comum na familia Rubiacea (PEREIRA et al., 2003).

Mag = 808X
EHT = 20.00 kv

Figura 1. Aspecto geral da superficie adaxial de folhas de Spermcoce verticillata
observadas em microscopio eletrénico de varredura em estagio de 4-6 folhas.
T, tricomas; E, estdbmatos; C, células subsidiarias; P, papilas.

Os tricomas encontrados apresentaram-se unicelulares, do tipo tector e
distribuidos na superficie abaxial da lamina enfileirados do lado da nervura central e
também distribuidos aleatoriamente em menor intensidade no restante da folha, como

observado na superficie abaxial (Figura 2).
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Mag = 200X

EHT = 20.00 kV

Figura 2. Aspecto geral da superficie abaxial de folhas de Spermacoce verticillata
observadas em microscépio eletrdnico de varredura detalhando a distribuicéo

dos tricomas em plantas de 4-6 folhas.

No avanco dos estagios de desenvolvimento da planta, como observado nas
andlises histoldgicas, o nimero de estdmatos foi reduzido (Figura 3), ao contrério do

namero de tricomas, que se elevou (Figura 4).

Mag= 245X Mag= 260X

EHT = 20.00 kv EHT = 2000 kV

Figura 3. Aspecto geral da superficie adaxial de folhas de Spermacoce verticillata
observadas em microscopio eletrénico de varredura detalhando a reducdo do
numero de estdmatos nos estagios posteriores de desenvolvimento. A, plantas

com 2-4 folhas; B, plantas em florescimento.
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Mag= 204X Mag= 260X
EHT =2000 KV EHT = 2000 kY

Figura 4. Aspecto geral da superficie adaxial de folhas de Spermacoce verticillata
observadas em microscopio eletrdnico de varredura detalhando o incremento
do nimero de tricomas nos estagios posteriores de desenvolvimento. A, plantas

com 2-4 folhas; B, plantas em florescimento.

CONCLUSOES

Com o avancar dos estagios de desenvolvimento de Spermacoce verticillata as
plantas passaram a apresentar reduces da sua espessura foliar, devido a reducdes da
epiderme abaxial, das medidas dos vasos condutores e de seus parénquimas. Em estagios
mais avancados de desenvolvimento as folhas apresentaram em sua superficie adaxial
menor quantidade de estdmatos e maior quantidade de tricomas. N&o foram encontradas
ligagBes entre essas caracteristicas e a suscetibilidade diferencial da espécie a aplicacbes

de herbicidas.
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