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Aspectos nutricionais e efeitos da concentracéo de dioxido de carbono em
bidtipos de capim-amargoso

RESUMO - O capim-amargoso (Digitaria insularis) € uma planta daninha com
elevado potencial de invasiva pela formagé&o de rizomas e touceiras, elevada producéo
de sementes e florescimento durante todo o ano, caracteristicas que as tornam
competitivas pelos recursos do meio e dificultam naturalmente o seu controle.
Somando-se ao fato de que novos casos de populacdes de capim-amargoso
resistentes ao herbicida glyphosate estdo sendo relatados em novas areas, o controle
dessa espécie se torna ainda mais dificultoso e custoso. Estudar as diferencas
nutricionais entre individuos com variacdes genéticas é importante para compreender
adaptabilidade e o potencial de sucesso evolutivo desses genotipos no ambiente.
Outro aspecto preocupante € que o clima podera mudar nos préximos cem anos, € a
concentracéo de didxido de carbono (CO2) na atmosfera dobrar. Diante disso, sera
que a biologia, o crescimento e o controle de espécies daninhas resistentes aos
herbicidas poderédo ser alterados? Dessa forma, o trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar diferencas entre plantas de capim-amargoso resistente e suscetivel
ao glyphosate, com intuito de: (1) determinar a ocorréncia de plantas resistentes e
suscetiveis ao herbicida glyphosate em populacdes de capim-amargoso, por meio de
curvas de dose resposta; (2) determinar o acumulo e a distribuicdo de massa seca e
macronutrientes; (3) a cinética de absor¢ao de nitrogénio e fosforo e (4) as respostas
dos bidtipos em duas condicdbes de concentracdo de CO:2 atmosférico. Pelos
resultados obtidos, a dose de glyphosate necessaria para controlar 50% das plantas
(Cs0) e da biomassa (GRso) da populagdo com suspeita de resisténcia foi,
respectivamente, quatro e trés vezes mais elevada que necessaria para a populagéao
suscetivel. O acumulo de massa seca (g) e de macronutrientes (mg) para o biétipo
resistente manteve-se maior comparando-o em um mesmo periodo de tempo que o
suscetivel. Na cinética de absorcao de nutrientes, pelos parametros morfoldgicos, o
perfilhamento e o acumulo de massa seca total foram mais elevados nos biétipos
suscetiveis. A velocidade maxima de absorcdo (Vmax) e a constante de Michaelis-
Menten (Km) para o nutriente N diferiu entre os bidtipos, indicando maior eficiéncia de
absorcdo do nutriente pelo bi6tipo resistente. Pelos resultados obtidos, nas duas
concentragfes de CO2 estudadas, o crescimento do bi6tipo resistente foi mais elevado
em relacdo ao suscetivel. A resposta do controle apds aplicacdo de glyphosate evolui
de maneira mais rapida quando as plantas do biétipo suscetivel cresceram em 800
ppm. A fotossintese, a eficiéncia no uso da agua e a atividade das enzimas APX e
SOD foram mais elevadas quando os biétipos cresceram em 800 ppm, contudo, o
acréscimo de CO2 no ambiente (800 ppm) incrementou significativamente a eficiéncia
do uso da agua e o sistema antioxidante das plantas resistentes ao glyphosate.

Palavras-chave: glyphosate, mudancas climaticas, nutricdo mineral, planta daninha,
resisténcia



Nutritional aspects and concentration effects of carbon dioxide on sourgrass
biotypes

ABSTRACT - Sourgrass (Digitaria insularis) species is a weed with great
potential as invasive because these plants produce clumps from short rhizomes and
reproducing by seed, flowers almost all year-round, characteristics that make them
competitive by environment resources, as a consequence, these elements creating
conditions which hinder weeds control. Adding to the fact that new cases of glyphosate-
resistant weed populations are developmenting in the field, sourgrass control becomes
even more difficult and costly. Another point of concern is that climate might change in
the next hundred years, and atmospheric carbon dioxide concentrations will to double.
In view of this, will glyphosate-resistant of weeds biology, growth and control be
altered? Thus, the main objective of this work was to evaluate resistant and susceptible
sourgrass biotypes to glyphosate for the purpose of: (1) the occurrence of resistant and
susceptible biotypes to glyphosate in sourgrass populations; (2) to determine the dry
matter and macronutrient accumulation and distribution; (3) to determine the nitrogen,
phosphorus and potassium uptake kinetic, and the macronutrients uptake,
translocation, and utilization efficiencies; (4) the responses of both biotypes to elevated
atmospheric CO2 concentrations. Based on the results, glyphosate dose required to
control plants by 50% (C50), and reduce shoot biomass plants by 50% (GR50) for the
resistant populations was, respectively, four and three times higher than susceptable
population. Dry mass (g) and macronutrients (mg) accumulation by glyphosate-
resistant biotype remained greater than susceptible at the same period. It was
observed that, tillering and total dry mass were higher in susceptible biotype than
resistant one. The maximum rate of absorption (Vmax) and the Michaelis-Menten (Km)
constant differed between the biotypes, indicating a nitrogen higher efficiency
absorption by resistant biotype. At both CO2 concentrations, glyphosate-resistant
biotype growth was higher than the glyphosate-susceptible one. Glyphosate-
susceptible biotype control was higher at 800 ppm. Photosynthesis, water use
efficiency, and the activities of APX and SOD enzymes of both biotypes were highest
at 800 ppm, however, the increased levels of CO2 (800 ppm) significantly increased
water use efficiency and antioxidant system of glyphosate-resistant plants.

Keywords: climate change, glyphosate, mineral nutrition, resistance, weed



CAPITULO 1- Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo as principais causas bidticas de reducdo do
rendimento das culturas, provocando, em média, uma reducdo de 34% na
produtividade, em todo o mundo (OERKE, 2006; DELYE; JASIENIUK; LE CORRE,
2013). Uma das principais caracteristicas dessas espécies € a ampla variabilidade
genética, o que permite a sua adaptacdo e sobrevivéncia em diversas condi¢bes
ambientais e do agroecossistema (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016).

O principal método de controle, eficaz e econémico, das plantas daninhas é o
uso de herbicidas. Ao longo dos ultimos 65 anos, esses produtos tém contribuido
significativamente com o controle dessas plantas e com o aumento da produtividade
das culturas. O glyphosate € um dos herbicidas mais amplamente aplicado no mundo
em diversos sistemas de producao. As culturas geneticamente modificadas tolerantes
ao herbicida utilizam cerca de 56% do total aplicado de glyphosate (BENBROOK,
2016). O uso intensivo de herbicidas com 0 mesmo mecanismo de acao, entre outros
fatores, provoca a selecdo de bidtipos resistentes a estes em resposta,
principalmente, ao distirbio ambiental causado pela presséo de selecéo do herbicida
(CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016).

Atualmente existem oito espécies confirmadas de plantas daninhas resistentes
ao glyphosate no Brasil (HEAP, 2018): Lolium perenne ssp. multiffiorum (ROMAN et.
al, 2004); Conyza bonariensis (VARGAS et. al, 2007); Conyza canadensis (MOREIRA
et. al, 2007; LAMEGO; VIDAL, 2008); Digitaria insularis (ADEGAS et. al, 2010);
Eleusine indica (VARGAS et al., 2013); Conyza sumatrensis (SANTOS et. al, 2014);
Amaranthus Palmeri (CARVALHO et al., 2015); Chloris elata (BRUNHARO et. al,
2016), Eleusine indica (TAKANO; OLIVEIRA JR; CONSTANTIN, 2016).

A espécie D. insularis tem apresentado expressiva ocorréncia em pastagens,
lavouras de café, pomares e no sistema de plantio direto de cereais e graos, nos quais
tem se tornado uma das mais importantes espécies infestantes, principalmente, pela
dificuldade no controle dos bioGtipos resistentes ao glyphosate e, mais recentemente

também aos inibidores de ACCase (HEAP, 2018). As plantas sdo altamente



agressivas como invasoras e danosas pela competicdo causando problemas em cerca
de 60 paises (LORENZI, 2008).

Muitos trabalhos tém sido conduzidos a respeito da biologia e das
caracteristicas adaptativas entre biotipos resistentes e suscetiveis envolvendo
aspectos como germinacao, producao de sementes, habilidade competitiva e andlise
de crescimento, entre 0s quais com as espécies: Euphorbia heterophylla (VIDAL;
TREZZI, 2000), Lolium rigidum (PEDERSEN et al., 2007), Conyza canadensis (DAVIS
et al., 2009) Conyza spp. (MOREIRA et al., 2010), C. canadensis (SHRESTHA et al.,
2010), Bidens subalternans (LAMEGO et al., 2011), Cyperus difformis L. (MAGRO et
al., 2011), Echinochloa spp (FEREIRA et al.,, 2012), C. bonariensis (TRAVLOS;
CHACHALIS, 2013), Avena sterilis (TRAVLOS et al., 2013), L. multiflorum (FRAGA et
al., 2013).

Recentemente, um outro assunto que tem sido muito discutido pela
comunidade cientifica é a consequéncia que as mudancas climaticas poderao causar
na biologia das plantas daninhas agricolas, especialmente no crescimento e no
controle de espécies daninhas resistentes a herbicidas. Os gases de efeito estufa séo
0s principais fatores responsaveis pelo aumento da temperatura da Terra,
especialmente o CO2. A proporcdo de CO2 atmosférico aumentou globalmente em
cerca de 100 ppm (36%) nos ultimos 250 anos, passando de 275 na era pré-industrial
(1000-1750) para 379 ppm em 2005. Entre 2005 e 2016, a concentracdo média de
CO2 no mundo teve um aumento progressivo de 379 ppm para 405 ppm (NOAA,
2017).

Estudos mostram que algumas espécies de plantas respondem positivamente
ao incremento de biomassa, crescimento e/ou alteracdo da susceptibilidade das
plantas daninhas. O trabalho conduzido por Manea, Leishman e Downey (2011)
mostram que as espécies Chloris gayana, Eragostis curvula e Paspalum dilatum
tiveram um aumento de area foliar, de biomassa e da resisténcia ao glyphosate, sob
elevadas concentracdes de CO2. De acordo com Zhang et al. (2015), os bi6tipos de
E. indica resistentes ao herbicida glyphosate apresentaram uma reducao de 60% na
resisténcia ao herbicida, quando expostos a elevadas concentracdes de CO2 (800

pgmol mol?).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4916228/#B93

Trabalhos como os citados anteriormente sdo conduzidos para analisar as
diferengas funcionais e estruturais entre biotipos resistentes e suscetiveis através de
estudos sobre o controle e a biologia, principalmente aqueles relacionados ao
crescimento, a nutricdo mineral, eficiéncia de absorcéo e da utilizacdo de nutrientes,
visando compreender o comportamento desses individuos na atual condi¢cdo do
ambiente e, também em um futuro onde as mudancas climaticas prevista poderédo
afetar a biologia e resisténcia das plantas, e consequentemente, as estratégias de
manejo dessas espécies pelos produtores.

Diante do exposto, o trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar diferencas
entre bidtipos de capim-amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate quanto ao
acumulo de massa seca e macronutrientes, a cinética de absorcéo de nutrientes, e as

respostas dos biétipos em duas condi¢des de concentracdo de CO2 atmosférico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Digitaria insularis (L.) Fedde

O género Digitaria pertence a familia Poaceae (Gramineae), subfamilia
Panicoideae e tribo Paniceae (KISSMANN, 2007), abrangendo cerca de 300 espécies,
as quais estdo distribuidas em regibes tropicais e subtropicais de ambos o0s
hemisférios (NTO-DOROW; LONGHI-WAGNER, 2001).

O Brasil concentra 0 maior nimero de espécies do género em relacdo ao
continente Americano, com 26 nativas, das quais nove sdo exclusivas e mais 12
exodticas (CANTO-DOROW; LONGHI-WAGNER, 2001). As plantas do género sao
altamente agressivas como invasoras, infestando mais de 30 culturas econémicas,
além de gramados. Algumas das espécies do género sdo muitos semelhantes entre
si e as caracteristicas diferenciais ndo se encontram de forma constante, havendo
tipos intermediarios, exceto a D. insularis, que se diferencia das demais pelas
caracteristicas morfolégicas e habitos de crescimento (KISSMANN, 2007).

A espécie D. insularis é uma planta perene, herbacea, entouceirada, ereta,
rizomatosa, com 50-100 cm de altura, sua propagacao é através de sementes e curtos
rizomas (LORENZI, 2008). Possui crescimento inicial lento, com posterior acamulo
exponencial de massa seca, na condicdo de fotoperiodo crescente (MARQUES et al.,
2014; MACHADO et al., 2008). As caracteristicas intrinsecas da espécie dificultam
seu controle no campo, principalmente em relagao as plantas originadas por rizomas,
gue apresentam maior espessura na epiderme das faces adaxial e abaxial, e maior
espessura da lamina foliar, quando comparadas com plantas provenientes de
sementes. Além disso, a reserva de amido acumulada nos rizomas pode ser
responsavel pela tolerancia de D. insularis ao glyphosate, dificultando a translocacao
e permitindo rapida rebrota da parte aérea apos ser tratada com o herbicida
(MACHADO et al., 2008).

A formacgdo dos rizomas nessa espécie inicia-se, em média, 45 dias apos a
emergéncia das plantas, dessa forma, para um controle mais eficaz recomenda-se
gue o manejo das plantas ocorra em até 40 dias apds sua germinagao, quando os

rizomas ainda ndo foram formados (MACHADO et al., 2006). Ja que, quando em



convivéncia com a cultura da soja (6 a 8 plantas m?) o capim-amargoso reduziu a
produtividade em até 44% (GAZZIERO et al., 2012). O periodo de maior extracédo de
nutrientes pelas plantas de D. insularis ocorre proximo aos 77 DAE, periodo este de
maior competicdo entre plantas daninhas e as culturas anuais. Quando essas plantas
nao sao controladas podem competir pelos nutrientes afetando negativamente o
crescimento, desenvolvimento e produtividade da cultura (CARVALHO; BIANCO;
BIANCO, 2013).

Um outro fator que tem dificultado o controle do capim-amargoso sédo as
diferencas encontradas entre as populac¢des na lavoura. Sua persisténcia no campo,
além das caracteristicas da prépria espécie, tem crescido devido a selecao de biodtipos
resistentes ao herbicida glyphosate, como citado anteriormente (CARVALHO et al.,
2011). As diferencas encontradas nas populacdes de capim-amargoso que estédo
relacionados a resisténcia dessas plantas ao herbicida glyphosate demonstram que
h& mudancas nas caracteristicas foliares, tais como a presenca de um parénquima
menos espesso, menor distancia entre os feixes vasculares, menor namero de
estbmatos e tricomas, e maior tamanho de floema e deposi¢do de cera epicuticular
nas plantas resistentes, estes fatores podem estar relacionados com a absor¢cao mais
reduzida do herbicida nestas plantas (BARROSO et al., 2015).

Outros mecanismos que estao relacionados a resisténcia dessas plantas sao a
absorcéo e translocacdo mais reduzidas do herbicida, alteragcdes na metabolizacéo
do glyphosate (rapida degradacdo de glyphosate a AMPA, glyoxylate e sarcosina) e
mutacao genica (duas alteragdes de aminoacido nas posicdes 182 e 310 na EPSPS,
consistindo de uma substituicdo de uma prolina para treonina e uma tirosina a cisteina,
respectivamente) (CARVALHO et al., 2012).

2.2. Resisténcia de plantas daninhas a glyphosate

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas é a capacidade natural e
herdavel de alguns bidtipos, dentro de uma populacdo, de sobreviver e se reproduzir
apos a exposicao a dose de um herbicida, que seria letal a uma populagéo suscetivel
da mesma espécie. A fonte inicial de resisténcia em uma populacédo suscetivel de

plantas daninhas esta associada a variabilidade genética natural entre individuos de



uma populacdo. Dessa forma, todas as populagbes de plantas daninhas,
independentemente da aplicacédo de qualquer produto, provavelmente contém plantas
individuais (biotipos) que s&o resistentes a herbicidas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2008).

O desenvolvimento de populacdes resistentes aos herbicidas na lavoura pode
ser influenciado pela interacdo de muitos fatores como bioldgicos, genéticos ou
agrondmicos. Alguns fatores bioldgicos envolvidos na evolucéo da resisténcia sdo o
ciclo de vida, longevidade e elevada producéo de sementes. Com relacdo aos fatores
genéticos, a frequéncia inicial da resisténcia, dominancia dos alelos resistentes, tipo
de fecundacdo e numero de alelos resistentes. O fluxo génico pode acelerar o
processo de dispersao da resisténcia, principalmente em espécies alégamas, onde a
dominancia dos genes viabiliza a rapida disperséo da caracteristica entre populacbes
a cada geracao. Quanto aos fatores agronémicos pode-se citar a composi¢cao quimica
e altas doses do herbicida, herbicidas com residuais prolongados
(CHRISTOFFOLET]I; NICOLAI, 2016).

Algumas caracteristicas podem favorecer a selecdo de bidtipos de plantas
daninhas resistentes em uma area, como exemplo, espécies com ciclo anual estdo
sujeitas ao maior numero de gerac¢des submetidas ao agente selecionador. Da mesma
forma, quanto maior a frequéncia inicial do genoma herdado maior a probabilidade de
aumentar a proporcédo de individuos resistentes na populacdo em menor periodo de
tempo. Além disso, a aplicacdo de herbicidas com residuais prolongados e/ou
herbicidas com 0 mesmo mecanismo de acao alteram a composicao genética das
populacdes de plantas daninhas, aumentando a frequéncia dos alelos de resisténcia
e consequentemente o numero de individuos resistentes na populacdo (MONQUEIRO
et al., 2000; CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016).

Desde o primeiro relato de resisténcia a 2,4-D em 1957 em Daucus carota L.
(SWITZER, 1957) e do bidtipo de Senecio vulgaris L. resistente a triazine nos Estados
Unidos houve um rapido aumento de casos notificados envolvendo outras espécies
de plantas daninhas resistentes e tipos de herbicidas. Atualmente, ha registros de 481
casos unicos (espécie x local de acao) de plantas daninhas resistentes a herbicidas,
totalizando 251 espécies, das quais 146 dicotiledoneas e 105 monocotileddneas.

Especificamente para o glyphosate, existem 41 espécies de plantas daninhas



resistentes a este herbicida. O primeiro caso confirmado ocorreu na Australia, em
2003, para o Lolium rigidum (WAKELIN et al., 2004). No Brasil, ocorreu no Rio Grande
do Sul para a espécie Lolium multiflorum, em 2004 (ROMAN et al., 2004).

Os principais mecanismos de resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate ja
ultrapassam os descritos por qualquer outro herbicida, os quais incluem: (1) mutacgoes,
representada por substituicbes na sequéncia de aminoécidos que afetam a interacéo
do herbicida com a enzima alvo (CARVALHO et al., 2012; WAKELIN; PRESTON,
2005; PEREZ-JONES et al., 2005); (2) duplicacdo do gene no sitio de acéo; (3)
metabolismo diferencial, caracterizado pela reducéo da concentragéo do herbicida no
sitio de acdo; (3) exclusdo do herbicida do alvo, por meio de barreiras estruturais
(cuticula mais espessa) ou fisiolégicas (sequestro do herbicida pelo vacuolo)
(POWLES, 2008; SAMMONS; GAINES, 2014); (4) capacidade bioquimica das plantas
em evitar que os agentes toxicos produzidos pelos herbicidas causem estresse
oxidativo, como exemplo a superexpressao de enzimas apoés aplicacdo de glyphosate
(YUAN; TRANEL; STEWART, 2007; SAMMONS; GANNES, 2014; MAROLI et al.,
2015).

O glyphosate (N-fosfonometil glicina) é um herbicida de aplicacdo em péds-
emergéncia, pertencente a classe dos derivados do aminoacido glicina, classificado
como nao seletivo, com translocacao via simplasto e absorc¢éo facilitada por proteinas
transportadoras de grupos fosfato presentes na membrana. Apresenta lago espectro
de acdo, pelo controle de plantas daninhas anuais e perenes, de folhas largas e
estreitas (SAMMONS; GAINES, 2014). Possui acéo sistémica pela absorcdo nas
folhas e tecidos verdes, em seguida é translocado até as raizes, rizomas e meristemas
apicais, via floema e xilema, preferencialmente pelo floema, que €& o principal
mecanismo de transporte de herbicidas aplicados em pés emergéncia das plantas
daninhas (SATCHIVI et al., 2000).

Esse herbicida inibe especificamente a enzima EPSPS sintase (5-
enolpiruvilchiguimato  3-fosfato sintase) por competico com o substrato
fosfoenolpiruvato (PEP). Essa enzima catalisa a condensacéo do &cido chiquimico-3-
fosfato e do fosfoenolpiruvato (PEP), responsaveis pela formacdo de 5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fésforo inorganico. A inibicdo da EPSPS

afeta a producdo dos principais produtos que derivam do corismato: aminoacidos



aromaticos (tirosina, fenilalanina e triptofan) (JAWORSKI, 1972; SAMMONS; GAINES,
2014) (Figura 1).

Ciclo de redugéo de carbono fotossintético

!

!

Eritrose-4-fosfato

Fosfoenolpiruvato

}

Deoxy-d-arabinose-heotulosonate-7-p

}

3-dehidrochiquimato —»

Eritrose-4-fosfato

T

Eritrose-4-fosfato

: l Vitamina E
Chiquimato «—— Chiquimato

!

Chquimato-3-fosfato Homogentisate
Fosfoenolpiruvato i G!EPhSPs T
lyphosate .
o Tirosina Plastoquinona-pq
Enolpiruvilchiquimato-3-fosfato T Fitoeno
«—
. . Fitoeno d esaturase
—— Antralinatoc «———  Corismato ——» Prefenato ——»  Arogenato Fluridone
i ' —» Fitoflueno
. ) PQH2
i |socorismato Fenilalanina
A ;
i Fenilpropancides
; Piruvato < : . Cumarinas
Triptofano : Acido benzoico 4 Acido trans-cinamico
I i
l Acido salicilico Acido p-cumarico
A\ i i P-coumaryll CoA

. Metil salicilato iani
Acido Indolacético - AIA Ligninas

Naringina chalcone

Antocianinas Flavondides
Taninos condensados «+—— Dihydroquerecetin «—— Eriodictyol «— Naringina —»  [soflavandides

Figura 1. Esquema da rota de acdo do herbicida glyphosate e de producdo de
aminoacidos aroméaticos e compostos fendlicos. Sumario das informacbes

apresentadas por: Velini et al. (2012).

Essa via é responsavel pela sintese de todos os compostos fendlicos da planta,
além do acido indol-acético (IAA) e compostos nitrogenados secundarios (poliaminas,
alcaldides, etc.), como consequéncia, afeta o processo de divisao celular, paralisando
0 crescimento das plantas. O herbicida € o mais importante a afetar a sintese de
metabdlitos secundarios devido ao bloqueio da rota do acido chiquimico (LYDON;
DUKE, 1989), incluindo compostos relacionados a fotossintese, como quinonas

(causando a inibicdo da fotossintese). O glyphosate também afeta a fotossintese das



plantas modificando o metabolismo de carbono. Apés a aplicacao do herbicida, a troca
liguida de carbono e a condutancia estomatica diminuem. Nestas condi¢cfes, a
capacidade de assimilagdo de CO: é reduzida, levando a um aumento da
concentracgéo intracelular de CO2 (GOMES et al., 2014).

Outros compostos que sédo prejudicados incluem: a sintese de fitoalexinas e de
lignina, sintese de proteinas, respiracdo, transpiracdo, permeabilidade de
membranas, sintese de algumas vitaminas e hormonios, sintese de clorofila
(ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004), diminuicdo de aminoacidos aromaticos (AHSAN et
al., 2008). Prejudica também a sintese de clorofila, pelo decréscimo do contetdo de
Mg nas folhas (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004; GOMES et al., 2014).

Outros efeitos causados pelo glyphosate nas plantas estdo relacionados ao
estresse oxidativo ocasionado, provavelmente, pelo efeito secundario do bloqueio do
acido shiquimico (AHSAN et al., 2008) e aos disturbios na nutricdo mineral das
plantas, devido ao fato que a molécula de glyphosate foi introduzida como um
agente quelante de metais e, deste modo, poderia exercer alguns efeitos sobre a
nutricdo das plantas e, portanto, afetar o crescimento, mesmo em plantas resistentes
(ZOBIOLE et al., 2011; GOMES et al., 2014). Em plantas de soja geneticamente
modificada expostas ao glyphosate foi observado diminuigdes significativas em todos
os teores de macro e micronutrientes (ZOBIOLE et al., 2011, 2012).

A resisténcia aos herbicidas pode ou ndo pode constituir uma desvantagem
competitiva nas populacdes resistentes. O desenvolvimento de estratégias de manejo
integradas para a resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas requer claramente
uma compreensdo da dinamica populacional (TRAVLOS, 2013). Dessa forma, o
estudo da biologia dos bibtipos resistentes e suscetiveis apresenta implicacfes
importantes para o manejo de plantas daninhas resistentes, principalmente quanto as
medidas de adaptabilidade que descrevem o potencial de sucesso evolutivo de um
genotipo baseado na sobrevivéncia, habilidade competitiva e reprodutiva, com o
individuo mais apto deixando o maior nimero de descendentes e contribuindo, assim,
com uma maior propor¢cdo dos seus genes para o pool genético da populacdo. Na
pratica, as diferencas de adaptabilidade entre biGtipos resistentes e suscetiveis séo
geralmente determinadas a partir de medidas de produtividade relativa da planta ou

competitividade.
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2.3. Aumento das concentracbes de CO2 atmosférico no controle e no

crescimento de plantas daninhas

As mudancas climaticas observadas nas Ultimas décadas tém sido objeto de
discussdes entre a comunidade cientifica com relacéo as suas possiveis causas. Parte
das pesquisas defendidas por especialistas implicam que as alteragcbes sao
decorrentes de processos ciclicos naturais e a maior parte afirma que, provavelmente,
podem ser atribuidos a atividades humanas, em uma taxa sem precedentes nos
ltimos 1.300 anos (IPCC, 2017; NASA, 2017). Os avangos na compreensao de como
o clima estd mudando em termos espaciais e temporais, influenciado pelas atividades
antropicas no seu aquecimento, ocorre através da melhoria e da ampliacdo dos
numerosos conjuntos de dados apurados, das andlises dos dados, da cobertura
geografica e da maior variedade de medicdes, desde 1750 (IPCC, 2017).

A analise dos dados coletados ao longo das ultimas décadas e as projecoes
para o final deste século revelam (NASA, 2017):

1. Aumento de 17 centimetros no nivel do mar no ultimo século e, se esta
aceleracdo continuar, em 2100 o nivel podera ser 30 cm + 3 cm maior que em
1990 (CHURCH; WHITE, 2006);

2. Os oceanos tém absorvido muito deste aumento de calor da Terra, o que
provoca a expansao da agua do mar, contribuindo para a elevacédo do seu
nivel. Desde 1969, a temperatura aumentou em cerca de 17°C, na
profundidade de 700 metros (LEVITUS et. al, 2009).

3. A temperatura média global terrestre de janeiro a novembro de 2016 foi de
0,94°C acima da média registrada durante o século XX, que é de 13,9°C. Essa
temperatura € a mais alta ja registrada desde 1880, superando o recorde
anterior estabelecido em 2015 por 0,06 °C (NOAA, 2016). O aumento da
temperatura média da Terra entre 1990 a 2005 foi entre 0.15 °C e 0.3 °C por
década. Em 2100, a projecdo global prevé um aumento médio entre 1.0 e
4.0°C (IPCC, 2017).

4. As geleiras do Artico e os lencois de gelo da Groenlandia e da Antéartida estio

em declinio e perdendo massa rapidamente. O continente da Antartida vem
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perdendo cerca de 130 gigas toneladas de gelo por ano desde 2002, enquanto
a Groenlandia tem perdido cerca de 280 gigas toneladas por ano (NASA,
2017). As geleiras do mar do Artico estéo diminuindo a uma taxa de 13,3% por
década, relativa a 1981 a 2010 (NOAA, 2017). Reducbes generalizadas das
geleiras e calotas de gelo contribuem também para a elevacéo do nivel do mar.

5. As concentracdes atmosféricas globais de didxido de carbono, metano e 6xido

nitroso tiveram aumento acentuado em consequéncia das atividades humanas
desde 1750 e agora ultrapassam em muito os valores pré-industriais (1750).
O didxido de carbono é o gas de efeito estufa antrépico mais importante e,
mais do que qualquer outro gas, teve a maior contribuicdo para a mudanca
climatica entre 1750 e 2005 (IPCC, 2017). Em resposta ao aumento de COg,
poderdo ocorrer mudancas na quantidade de chuva e distribuicdo de
frequéncia da precipitacao diaria.

Os gases de efeito estufa sdo os principais fatores responsaveis pelo aumento
da temperatura da Terra, especialmente o CO2. As fontes de aumento desse gas na
atmosfera ocorrem principalmente pela queima de combustivel fossil usado nos
transportes, pelo aguecimento e arrefecimento de constru¢des, pela producdo de
cimento e desmatamento. A taxa de aumento da concentracdo anual de diéxido de
carbono foi a mais elevada durante os ultimos 20 anos (média de 1995 a 2005: 1,9
ppm por ano). A proporcao de CO2 atmosférico aumentou globalmente em cerca de
100 ppm (36%) nos ultimos 250 anos, passando de 285 ppm na era pré-industrial
(1000-1750) para 379 ppm em 2005 (FORSTER et al., 2007). Entre 2005 e 2016, a
concentragdo meédia de CO2 no mundo teve um aumento progressivo de 379 ppm para
405 ppm (NOAA, 2017). Projecdes futuras com relacdo a concentracdo de didxido de
carbono atmosférico indicam que os niveis de CO2 poder&o atingir entre 500 a 600
ppm na metade deste século e até 1000 ppm em 2100 (IPCC, 2017).

Os aumentos atuais e as proje¢des do CO2 atmosférico global indicam que, a
biologia das plantas daninhas agricolas podera mudar devido a duas vias
fundamentais: pelas variagBes climaticas previstas (como aumento da temperatura
global, mudanca na quantidade e distribuicdo diaria de chuva) ou pelo impacto do
efeito de "fertilizacdo" de [COz2] na fotossintese e no crescimento das plantas, ou seja,

esses dois fatores poderdo estimular a fotossintese e o crescimento das plantas
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(ZISKA; GOINS, 2006). Dessa forma, podera entdo, o aumento de CO2 atmosférico
global afetar o crescimento e/ou controle de plantas daninhas resistentes ou
suscetiveis ao herbicida?

Varios estudos mostram que o aumento da concentracdo de CO2 atmosférico ndo
teria grande impacto na taxa de fixagcado de COz2, no crescimento e/ou na produgéo de
biomassa das plantas C4 (tolerantes ou ndo ao herbicida) que séo fotossinteticamente
saturadas ao nivel atual de [COz2], em condi¢bes ideais (AINSWORTH; ROGERS,
2007; ZHANG et al., 2015). Contudo, has alguns trabalhos indicando que a
fotossintese de muitas espécies C4 (tolerantes ou ndo ao herbicida) pode nao ser
completamente saturada a elevadas concentracdes de CO2. Dessa forma, algumas
espécies de plantas C4 respondem positivamente ao incremento de biomassa,
crescimento e/ou alteracdo da susceptibilidade das plantas daninhas (MANEA;
LEISHMAN; DOWNEY, 2011; ZHANG et al., 2015).

Quanto a alteracao da susceptibilidade observada em plantas daninhas, sob alta
concentracéo de CO2, esta pode estar relacionada a uma série de mecanismo e rotas.
Em plantas C4, o CO:2 atmosférico € fixado no mesofilo do cloroplasto pela
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP-carboxilase) gerando um composto acido de 4C.
Esse composto €, entdo, transportado para as células da bainha do feixe vascular e
descarboxilado por enzimas produzindo um composto de 3C e liberando CO2, o qual
é fixado pela ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) (TAIZ et al.,
2014).

O esquema geral de fixacdo do CO:2 para as espécies C4 € a mesma, contudo o
processo de descarboxilacdo ocorre de trés maneiras diferentes, agrupando as
espécies C4 em trés subtipos bioquimicos: enzimas NADP-méalica (NADP-ME), NAD-
malica (NAD-ME) ou fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEP-CK). Cada subgrupo C4
possui caracteristicas estruturais, bioquimicas e fisiolégicas particulares, bem como
também diferencas no mecanismo utilizado para regenerar a PEP. Estas diferencas
entre os subtipos C4 parecem desempenhar um papel fundamental na determinagao
da resisténcia ao glyphosate (FERNANDO et al., 2016).

Outra resposta que justifica a alteracdo no controle das espécies C4 esta
relacionada a restricdo da condutancia estomatica (isto ocorre pela despolarizacéo da

membrana — consequente abertura dos canais de saida de ions potassio das células
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guardas- Assmann, 1993), provocado pela elevagdo na concentracédo de CO2, em
curto prazo. A deteccdo de CO2 € uma propriedade intrinseca das células guardas, as
quais respondem a concentragéo de CO: intercelular (Ci) ao invés de responder pela
concentracdo do gas na superficie da folha. A reducdo na condutancia reduz a
penetracdo do glyphosate e, consequentemente, a sua eficacia e, também pelo
aumento na espessura da cuticula foliar provocados pelas elevadas concentracdes
de CO2 (FERNANDO et al., 2016).

Outro fator associado as respostas encontradas na tolerancia de espécies C4,
em atmosfera com elevadas concentracdes de COz, € em funcéo do aumento da area
foliar e consequente ganho na biomassa. Com maior crescimento e produgéo de
biomassa, particularmente biomassa folhosa, isso aumentara sua tolerancia a
aplicacao de glyphosate (MANEA; LEISHMAN; DOWNEY, 2011; FERNANDO et al.,
2016).

As respostas positivas no crescimento das plantas daninhas a elevada
concentracdo de CO2 também podem ser relacionadas a mais de um mecanismo.
Duas rotas principais podem estimular o crescimento das plantas C4 tanto em
condi¢cdes com e sem estresse hidrico. Em primeiro lugar, através do aumento das
taxas de assimilacdo de CO: foliar devido ao aumento da concentracdo de CO:2
intercelular. Em segundo lugar, através da reducdo da conduténcia estomatica e,
subsequentemente, das taxas de transpiracdo das folhas. Taxas de transpiracao
reduzidas podem estimular a assimilacdo de CO: pelas folhas e as taxas de
crescimento através da conservacdo da agua do solo, melhorando as relacdes entre
agua-planta e aumentando a temperatura da folha (GHANNOUM et al., 2000)

Como ja citado anteriormente a reducdo na condutancia é provocada pela
despolarizacdo da membrana, o que leva a reducdo das taxas de transpiracao e,
consequentemente promove maior eficiéncia no uso da agua pela parte aérea devido
a reducdo na perda de agua. A reducéo das taxas de transpiracdo também pode
provocar aumento da assimilacdo de CO:2 (intercelular), levando a um aumento na
oferta de carboidratos para o crescimento das folhas, caules e raizes, com
consequente ganho de biomassa na planta toda (LONG et al. 2004; AINSWORTH,;
ROGERS, 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4916228/#B4
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Alguns trabalhos tém evidenciado que a estimulagdo expressiva da
fotossintese sob elevada concentracdo de CO2 € um efeito indireto resultante da
interacdo do estresse hidrico com a reducdo da gs (GHANNOUM et al.,2000;
AINSWORTH; ROGERS, 2007). Leakey et al. 2004 mostraram que aumento na
assimilacdo de COz na cultura do milho foi associado a um periodo de melhora no
status da 4gua no solo ou a limitados periodos de baixa frequéncia de chuvas. Kang et
al. (2002) demonstraram que a taxa de assimilacédo de CO2, em uma concentracdo de
700 pmol mol™ de CO:2 foi de 15%, 19% e 47% nos tratamentos com alta, média e
baixa disponibilidade de agua, respectivamente. Esses fatores podem alterar a curva
de saturacdo entre a taxa de assimilacdo e presséo parcial de CO: intercelular
(GHANNOUM et al., 2000).

A avaliacdo do impacto do aumento da concentracdo de gases em diversos
paises tem sido realizada através das camaras de topo aberto (OTCs, open top
chambers). As OCTs foram baseadas no design de Raleigh (EUA) e utilizadas pela
primeira vez em estudos de campo para investigar o efeito de poluentes ambientais
em Viciafaba cv, Ticol. Mais tarde, foram adaptadas para avaliar pesquisas com o
aumento de CO2 (SANDERS et al., 1991)

As OTCs apresentam a forma de um cilindro, parede lateral coberta com plastico
transparente e topo aberto. Essa estrutura permite a interacdo das plantas com o
ambiente externo. As vantagens que esse sistema apresenta € o0 menor consumo de
gas (devido a presenca do plastico, reduzindo os custos) e por serem experimentos
instalados em campo, expdem as plantas as alteracdes do ambiente (TOZZI; GHINI,
2016).

2.4. Estresse oxidativo e o sistema antioxidante

O estresse oxidativo € um fator central nos fen6menos de estresse abioticos e
biéticos que ocorre quando ha um sério desequilibrio em qualquer compartimento da
célula entre a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e da atuacdo dos
sistemas de defesa antioxidante (FOYER; SHIGEOKA, 2010).

Os mecanismos de geragao de ERO ocorrem normalmente nas plantas, como

consequéncia de seu metabolismo, em organelas como peroxissomas, mitocéndrias,
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cloroplastos. Em condi¢des fisiologicas normais, os elétrons séo transportados entre
PS | e PS Il nos cloroplastos, na membrana mitocondrial e no peroxissoma. Esses
elétrons, mais tarde reagem com o oxigénio molecular para produzir o radical
superoxido (O27). Os organismos aerobicos ganham vantagens energéticas
significantes usando o oxigénio molecular como oxidante terminal na respiragéo.
Embora, o O2 possui potencial para ser reduzido parcialmente e formar as espécies
reativas de oxigénio. (MALLICK; MOHN, 2000).

O O2 molecular para produzir 2 moléculas de agua deve aceitar quatro
elétrons. No entanto, o Oz ndo pode incorporar 4 elétrons de uma vez (devido a
restricdo spin), aceitando um de cada vez. Assim, o radical superéxido (O27) é
subsequentemente convertido em radical hidroperoxilo (HO2™) e, finalmente a H20:2
(peroxido de hidrogénio). Assim, durante a reducéo de Oz, intermediarios estaveis sao

formados de forma gradual, conforme a equagéo abaixo (MALLICK; MOHN, 2000):

e- e- e- e-
02—02"—H202—H20+ OH—H20
2H+  H+ H+

Dessa forma, as ERO incluem os radicais superoxidos (O2"), peroxido de
hidrogénio (H20:2) e o radical hidroxilo (OH). Esses radicais sdo compostos altamente
toéxicos que podem oxidar a maioria dos lipidios, proteinas e acidos nucleicos que
causam a morte da célula devido a peroxidacao lipidica, danos na membrana e
inativacao de enzimas (FAROOQ et al., 2013).

A peroxidacéo lipidica é um processo fisiologico que ocorre em todas as
células aerdbias sendo iniciada pela extracdo ou adicdo de um radical hidrogénio. A
peroxidacdo € um dos principais mecanismos moleculares envolvidos no dano
oxidativo a estruturas celulares que conduzem a morte celular. Os acidos graxos
insaturados, que séo parte estrutural das membranas celulares sdo submetidos a
peroxidacao lipidica por reacdes em cadeia ndo enzimaticas e de espécies reativas
de oxigénio (REPETTO et al.,2012).

Embora a geracdo de ERO ocorra normalmente no organismo, a sua
producdo pode ser intensificada devido a exposicdo a estresses abioticos como

extremos de temperatura (GAVELIENE et al., 2013), metais pesados (GRATAO et al.,
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2012), estresse hidrico (JEYARAMRAJA; THUSHARA, 2013), altas concentracdes
salinas (ELLOUZI et al.,2013), aplicacdo de herbicidas (ZABALZA et al., 2007;
ZOBIOLE et al., 2010), entre outros.

As ERO (aumento ou decréscimo), por outro lado, atuam como indicativo de
estresse sofrido pelas plantas e como mensageiras secundarias envolvidas em todos
0S aspectos da biologia vegetal da expressdo génica e de tradugcdo para enzima
guimica, ou seja, na sinalizacdo para a ativacdo do sistema antioxidante (FOYER;
NOCTOR 2003). O sistema de defesa antioxidante das plantas € essencial para a
manutencdo de baixos niveis intracelulares de ERO e, consequentemente para
processar de maneira eficiente o estresse oxidativo, dessa forma, a fim de minimizar
os danos oxidativos celulares, as plantas produzem enzimas antioxidantes, que
incluem glutationa, superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POD), acorbato
peroxidases (APX), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), entre
outras (FOYER; SHIGEOKA, 2010).

A superoxido dismutase (SOD) constitui a primeira defesa antioxidante nas
plantas, catalisando a dismuta¢éo dos radicais superoxidos. O peréxido de hidrogénio
(H202) gerado pela dismutacao do radical superdxido € posteriormente detoxificado
pela acdo de catalases e outras peroxidases. As SODs séo classificadas em trés
grupos baseado no co-fator metélico utilizado pela enzima: ferro (Fe-SOD), manganés
(Mn-SOD) e cobre-zinco (Cu-Zn-SOD). Estas estdo localizadas em diferentes
compartimentos das células como: Fe-SOD nos cloroplastos, a Mn-SOD na
mitocondria e no peroxissomo e a Cu-Zn SODs no cloroplasto, no citossol e,
possivelmente, nos espacos estracelulares (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002).

As catalases (CAT) foram as primeiras enzimas antioxidantes descobertas e
caracterizadas. Dessa forma, SOD e CAT servem em conjunto como defensas
antioxidantes na linha de frente:

SOD: 02 + 02 + 2H*—02 + H202
CAT: H202 + H202—2H20 + O2

Portanto, € possivel encontrar SOD e CAT em mudltiplos locais subcelulares. A
reacao da catalase ocorre pela desmutacdo de duas moléculas de H202 em agua e
oxigénio molecular (Oz2). As CATs foram classificadas baseadas na nomeacdo dos

genes do tabaco. De acordo com este agrupamento: Classe | sdo as catalases
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fortemente expressas nos tecidos fotossintéticos; Classe Il estdo associadas aos
tecidos vasculares e Classe lll sdo expressas especialmente nas sementes e nos
tecidos reprodutivos. As catalases tém uma taxa de rotatividade muito rapida, contudo
uma afinidade muito menor para o H202 do que a APX (MHAMDI et al., 2010).

Outra importante rota de defesa da planta é através das peroxidases, essas
enzimas pertencem a uma larga familia de enzimas que estdo presentes em toda
classe de fungos, plantas e vertebrados. Dentre o grupo de peroxidases, as
peroxidases de guaiacol sdo proteinas do grupo prostético heme que
preferencialmente oxidam doadores de elétrons arométicos tais como guaiacol e
pirogalol a custa de H202 e, também atuam na extincdo de formas intermediarias
reativas de radicais O2 (SHARMA et al., 2012).

Vérios trabalhos tém reportado o aumento da atividade de enzimas que
constituem o sistema de defesa antioxidante de plantas para combater o estresse
oxidativo induzido por algum agente estressor. Tem sido relatado que folhas de arroz
expostas ao herbicida glyphosate mostraram incremento no acumulo de enzimas
antioxidantes incluindo ascorbato peroxidase, superéxido dismutase, glutationa S-
transferase e detectou que a aplicacéo de glyphosate gerou ERO, o que resultou em
peroxidacao lipidica (AHSAN et al., 2008). Também, a exposi¢éo de folhas de milho
ao glyphosate aumentou o nivel de peroxidacéo lipidica, glutationa (GSH) e conteudo
de prolina livre (SERGIEV et al., 2006). Os autores sugerem que o tratamento com
glyphosate pode resultar em estresse oxidativo. Kielak et al. (2011) observaram
aumento na atividade das enzimas CAT e APX, e danos ocasionados pelo herbicida
glyphosate as plantas de lentilha d’agua.

Alguns trabalhos tém mostrado que plantas mantidas em condi¢cdes de elevada
concentracdo de CO2, apresentaram alteragdo na concentracdo das enzimas
antioxidantes (reducédo ou aumento) e mitigacdo do estresse, tanto em plantas C3,
quanto em C4 (ALBERT et al., 2011; ZINTA et al., 2014; ABDELGAWAD et al., 2015).
PEREZ-LOPEZ et al. (2009) observaram que os tratamentos com alta salinidade,
guando expostos a ambiente com elevada concentragao de COz, tiveram reducéo no
estresse oxidativo causado pela salinidade. PRITCHARD et al. (2000) encontraram
diferencas na atividade das enzimas redutases (monodehydroascorbato e
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dehydroascorbato) entre a soja resistente e suscetivel a glyphosate, na concentracéo
de 720 pL L de COa,

Segundo Abdelgawad et al. (2016), o fator ‘elevada concentragcdo de CO2?’,
sozinho, ndo causa danos celulares e, 0 aumento de CO2, na maioria das observacdes
realizadas em trabalhos publicados, reduziu em média 47% do estresse oxidativo. Um
processo chave, que provavelmente esta envolvido na atenuag@o do estresse, € o
mecanismo de fotorespiracdo, uma vez que elevadas concentracdes de CO2 promove
a carboxilacdo sobre a oxigenacdo da rubisco, reduzindo a formacéo de espécies

reativas de oxigénio.
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CAPITULO 2 - Curvas de dose-resposta de populacdes de capim-amargoso
submetidas ao herbicida glyphosate

RESUMO - O trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a ocorréncia de
plantas resistentes e suscetiveis ao herbicida glyphosate em popula¢des de capim-
amargoso, por meio de curvas de dose resposta. Duas populacbes de capim-
amargoso (Digitaria insularis) foram avaliadas, uma suspeita por apresentar plantas
com resisténcia ao herbicida glyphosate (area com histérico de aplicacdo) e outra com
plantas suscetiveis (area natural, sem histérico de aplicacdo). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos inteiramente casualizados, com os tratamentos
dispostos em esquema fatorial 2x7: 2 populacdes e 7 doses de glyphosate (0; 135;
270; 540; 1980; 2160 e 4320 g e.a.ha), com 10 repeticdes. As avaliacdes foram
realizadas aos 28 dias ap0s a aplicacdo (DAA) do herbicida, por meio de analise visual
de controle, realizando a quantificacdo da massa seca na sequéncia. Pelos resultados
obtidos, a dose de glyphosate necesséria para controlar 50% das plantas (Cso) e da
biomassa (GRso) da populacdo com suspeita de resisténcia foi, respectivamente,
quatro e trés vezes mais elevada que necessaria para a populagao suscetivel.

Palavras-chave: controle de plantas daninhas, fator de resisténcia, resisténcia aos
herbicidas

Dose-response curves of sourgrass populations submitted to glyphosate

ABSTRACT - This work was carried out aiming at evaluating the occurrence of
resistant and susceptible plants to glyphosate in sourgrass populations. Two biotypes
of sourgrass (Digitaria insularis) were evaluated one susceptible (from a natural area
without glyphosate application) and one suspected of resistance (application history)
to glyphosate, it was tested for resistance to glyphosate based on dose-response. The
experimental design was completely randomized, with treatments arranged in a 2x7
factorial scheme, 2 biotypes (resistant and susceptible to glyphosate) and 7 doses of
glyphosate (0; 135; 270; 540; 1980; 2160 e 4320 g e.a.ha), with 10 replications.
Evaluations were carried out at 28 days after herbicide application (DAA), using visual
analysis control, performing shoot dry mass quantification in sequence. Based on the
results, glyphosate dose required to control plants by 50% (Cso), and reduce shoot
biomass plants by 50% (GRso) for the resistant populations was, respectively, four and
three times higher than susceptable population.

Keywords: herbicide resistance, resistance factor, weed control.

1. INTRODUCAO

O uso intensivo de herbicidas, como o glyphosate, esta alterando as
populacdes de plantas daninhas nas lavouras pela selacdo de biotipos resistentes a

este produto. Isso ocorre em fungédo da pressao de selecdo ocasionada pelo uso
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repetitivo de herbicidas com mesmo mecanismo de acdo, caracteristicas dos
herbicidas e das espécies, entre outros fatores.

No Brasil, o capim-amargoso tem-se tornado uma planta daninha dominante e
de dificil controle, pelas caracteristicas da préopria espécie e pela ocorréncia de
populacfes resistentes ao herbicida, em lavouras de café, pomares, em éareas de
graos e cereais (LEMES et al., 2010). Quando em convivéncia com a cultura da soja,
essa espécie pode reduzir a produtividade em até 44% (GAZZIERO et al., 2012).

Um dos métodos mais utilizados na deteccdo da suscetibilidade ou resisténcia
de plantas daninhas aos herbicidas é o da curva dose-resposta (FRIENSEN et al.,
1993; CHRISTOFFOLETI, 2002; LACERDA; VICTORIA FILHO, 2004; VARGAS et al.,
2013; RAIMONDI et al., 2015). Através da curva de dose-resposta obtem-se indices
gue determinam a dose de herbicida necessaria para controlar 50% da populac¢édo ou
reduzir 50% da massa seca, indicando o bidtipo resistente e o nivel de resisténcia do
bi6étipo ou da populacdo (SEEFELDT et al.,, 1995; HALL et al., 1998). O modelo
logistico € um dos métodos que mais se ajusta na analise de curva de dose-resposta
entre herbicida e planta daninha devido a inUmeras vantagens em relacdo a outros
métodos de analise (SEEFELDT et al., 1995).

Os niveis de resisténcia podem variar entre os biétipos e, considera-se um caso
de resisténcia quando um biétipo resiste a duas vezes ou mais a dose que
normalmente controla os bi6tipos suscetiveis (LACERDA; VICTORIA FILHO, 2004).

O diagnéstico de plantas daninhas resistentes em uma lavoura é essencial para
fornecer subsidios quanto ao manejo que devera ser adotado pelo produtor, para
evitar a disseminacao e estabelecimento desses biétipos na area. Para a identificacéo
inicial de um provavel biétipo de planta daninha resistente, um dos métodos mais
utilizados é o experimento de curva de dose-resposta. Dessa forma, o trabalho foi
conduzido com o objetivo de avaliar a ocorréncia de bibtipos resistentes e suscetiveis
ao herbicida glyphosate em populacdes de capim-amargoso, por meio de curvas de

dose resposta.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Laboratério de Plantas
Daninhas (LAPDA), no campus de Jaboticabal, SP — UNESP.
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No trabalho, utilizaram-se plantas de capim-amargoso com suspeita por
apresentar resisténcia e plantas coletadas em area sem histérico de aplicagdo do
herbicida. As sementes foram coletadas separadamente por planta. As sementes da
populacdo com suspeita de resisténcia foram coletadas em plantas que sobreviveram
a aplicacdo de 720 g e.a. ha™ de glyphosate, em area de producdo de grdos com
histdrico de resisténcia ao herbicida (Carvalho; Alves, 2012) da Fazenda de Ensino e
Pesquisa da FCAV, Unesp Jaboticabal, cujas coordenadas geograficas sdo 21° 15’
22” Latitude Sul, 48° 18 58” Longitude Oeste e altitude de 595 m. As sementes da
populacdo de Matdo, foi coletada em area natural e sem histérico de aplicacdo, na
Fazenda Cambuhy, localizada no municipio de Matéo, regido Norte do Estado de Séo
Paulo (latitude: 21035’S; longitude: 48025’'W; altitude 551 m).

As amostras coletadas foram semeadas em vasos com capacidade para 500 ml,
preenchidos com solo e areia (2:1 v/v). O solo utilizado no experimento foi classificado
como latossolo vermelho distréfico, textura argilosa. Os resultados da andlise quimica
do substrato estdo descritos na Tabela 1. Os resultados da
composicao granulométrica indicaram: 131 g/Kg de areia fina, 350 g/Kg de areia

grossa, 91 g/Kg de silte e 428 g/Kg de argila.

Tabela 1. Resultados da analise quimica do solo utilizado como substrato.

P.
pH M.O. resina K Ca Mg H+Al SB CTC Vv
mg B
CaCl gdm?3 dm3 mmolc dm %

57 18 42 2,5 25 12 31 39,5 70,5 56
SB= soma de bases; CTC= capacidade de troca catiénica; V= saturacao por bases.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com o0s
tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x7: 2 populacfes de capim-amargoso e
7 doses de glyphosate, com 10 repeticoes. Os tratamentos e as doses utilizadas no
experimento, para as duas populacdes de capim-amargoso, estao descritos na Tabela
2.

Tabela 2. Tratamentos utilizados para o experimento de curvas de dose-resposta para
as populacdes de capim-amargoso.
Tratamento Dose
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L/ha* g e.a. hat**

1 0,00 0

2 0,28 135

3 0,56 270
4 1,12 540
5 2,25 1080
6 4,50 2160
I 9,00 4320

*Produto comercial: Glizmax®, em litros por hectare. **Gramas de equivalente acido
por hectare.

A aplicacdo do herbicida foi realizada quando as plantas atingiram estagio
vegetativo entre 4 e 5 folhas, em camara de aplicacéo para herbicidas, com auxilio de
um pulverizador costal a pressdo constante (CO2), equipado com quatro pontas de
pulverizacéo do tipo TTJ60-11002 VP. O conjunto foi regulado com 2.2 bar de pressao
para distribuir o equivalente a 200 L ha de calda. No momento da aplicagéo, foram
registrados os dados de temperatura (27°C) e umidade relativa do ar (82%).

A avaliacao foi feita com base nos sintomas visuais de controle (ALAM, 1974)

e massa seca residual aos 28 dias apdés a aplicacdo (DAA) (Tabela 3).

Tabela 3. Escala de notas de Alam (1974) para avaliacdo da eficacia de controle de
plantas daninhas.

Porcentagem de controle (%) Grau de controle
0-40 Nenhum a pobre
41-60 Regular
61-70 Suficiente
71-80 Bom
81-90 Muito bom
91-100 Excelente

A massa seca foi obtida a partir do material remanescente da parte aérea, e
acondicionada em uma estufa de secagem de circulacao forcada por 76 horas a uma
temperatura de 65°C. Em seguida, as plantas foram pesadas em balanca analitica de
precisao para determinacdo de massa seca.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Quando o teste F foi significativo, os

dados do experimento de curva de dose-resposta foram ajustados ao modelo de
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regressdo nao-linear. A variavel controle foi ajustada pela equacao sigmoidal de trés
parametros (Equacdo 1), e a variavel massa seca pela equacado logistica de trés

parametros (Equacéo 2), com auxilio do programa SigmaPlot 10.0®:

a

V= e €4 Y

y=—"3 (eq. 2)
1+abs[—%]

Onde:

Y= corresponde a variavel dependente (controle ou massa seca)

x= dose do herbicida

a= assintotica maxima da curva

b= declividade da curva

x0= dose que proporciona 50% de resposta da variavel (controle ou massa seca)

O fator de resisténcia (FR) foi calculado através do quociente da dose de
herbicida necessario para proporcionar 50% de controle (Cso) ou reduzir 50% da
massa seca (GRso) da populacdo com suspeita de resisténcia (R) pela populagéo
suscetivel (S). A dose de herbicida necessaria para reduzir 80% da populagéo (Cso)
ou massa seca (GRso) também foi estimada através da planilha eletronica Excel®.

O fator de resisténcia (FR = R/S) expressa o numero de vezes em que a dose
necessaria para reduzir 50% da massa seca ou controlar 50% da populacéo resistente
€ superior a dose que controla 50% da populacdo suscetivel (CHRISTOFFOLETI,
2002).

3. RESULTADOS

Os resultados apresentados indicam que a menor dose de glyphosate (135 g
e.a. ha?) foi insuficiente para controlar os dois biétipos estudados (Figura 1). Na dose
de 540 g e.a.ha? o herbicida proporcionou controle de 50% para a populacdo
suscetivel. Enquanto para populacdo com suspeita de resisténcia, o controle foi
apenas de 12,5%.

A partir da dose de 1080 g e.a.ha!, que esta dentro da dose recomendada para

a espécie (720 e 2160 g g e.a.ha!) glyphosate promoveu controle de 100% para a
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populacdo suscetivel. Enquanto, para a populagdo com suspeita de resiténcia, tal fato
s6 foi observado na dose de 4320 g e.a.ha*

120 q
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100 ©
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& 40
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Figura 1. Controle de populagbes de capim-amargoso, uma supostamente resistente
e uma suscetivel, submetidas a diferen
tes doses do herbicida glyphosate, aos 28 dias apds a aplicacao.

Assim como o aumento das doses reduziu a populacdo das plantas, também
reduziu a massa seca da parte aérea. Na primeira dose aplicada (135 g e.a. ha), a
reducdo da massa foi semelhante para os dois biétipos, em torno de 40%. Contudo, a
partir da segunda dose (270 g e.a. ha'), nota-se que, o glyphosate além de reduzir a
populacdo do suscetivel de forma mais intensa que a resistente, também provocou
uma reducdo mais acentuada da massa, em torno de 47% para o resistente e 81%
para o suscetivel.

Nas demais doses aplicadas, a massa seca das plantas da populacdo com
suspeita de resisténcia manteve-se proxima, em torno de 0,45 g. Com relacéo as
plantas da populagédo suscetivel, o valor da massa seca nas doses de 540, 1980 e
2160 g e.a. ha! foi em torno de 0,30 g, contudo, na ultima dose aplicada (4320 g e.a.
hal), ocorreu uma reducédo mais acentuada, e a massa obtida foi de 0,13 g, uma

reducdo de 91%, em relacdo ao tratamento controle.
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Figura 2. Massa seca de populacbes de capim-amargoso, uma supostamente

resistente e uma suscetivel, submetidas a diferentes doses do herbicida
glyphosate, aos 28 dias apds a aplicacéo.

Os resultados podem ser confirmados pelos valores de Cso, Cso, GRso, GRso €
FR, os quais estdo apresentados na Tabela 4. A dose necessaria para proporcionar o
Cso e GRso da populacédo suscetivel foi de 539,15 g e.a. ha' e 113,89 g e.a. ha',
respectivamente, enquanto para a populacdo com suspeita de resisténcia foi de
2200,5 g e.a. ha' e 378,38 g e.a. ha. Dessa forma, o fator de resisténcia da variavel
controle e massa seca para a populacao resistente foi de 4,08 e 3,3, respectivamente,
0 que significa aplicar uma dose 4 e 3 vezes maior que 0 necessario para reduzir 50%
da populacéo e da massa seca das plantas resistentes.

A dose necesséaria para reduzir 80% da populacéao e da massa seca das plantas
suscetiveis foi de 685 e 867 g e.a. hal, respectivamente. Enquanto para reduzir em
80% a populacdo e a massa seca das plantas com suspeita de resisténcia seria
necessaria uma dose maior que a recomendada pela bula, de 3226 g e.a. ha! parao
controle da populacéo, e uma dose mais elevada que 4320 g e.a. ha! para a massa
seca.

Tabela 4. Pardmetros da equacdo ajustados a variavel controle e massa seca de
populacdes de capim-amargoso, uma supostamente resistente (R) e outra
suscetivel (S), apos a aplicacdo de diferentes doses de glyphosate.

. o Parametros?
Variavel Biotipo FR GRso

A B Cso ou GRso R?
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Controle S 100,25 +0,5 105,39 +5,2 539,15+3,9 0,99 1 685
R 103,71 +9,8 843,05 +89 2200,5 +294,3 0,99 4,08 3226
Massa S 1,42 +0,2 0,69+0,3 113,89+753 0,96 1,0 867

seca R 1,16 +0,1 0,35+0,2 378,38+35,5 0,94 3,3 >4320

IParametros da equacdo logistica: a =assintética maxima, b =declividade da curva, Cso = dose que
proporciona 50% de controle; GRso= dose que reduz 50% da massa seca. R?= coeficiente de
determinacéo da curva. FR= fator de resisténcia. Cso = dose que proporciona 80% de controle; GRso=
dose que reduz 80% da massa seca.

4. DISCUSSAO

Para a populagcdo suscetivel, doses superiores a 270 g e.a. ha?! foram
necessarias para promover o controle e reducdo da biomassa em mais de 80% das
plantas, enquanto para a populacéo resistente, a dose necessaria foi superior a 2160
g e.a. hal, ou seja, uma dose maior que a recomendada pela bula do produto.
Trabalhos conduzidos anteriormente relatam a ocorréncia de resisténcia de
populacdes de capim-amargoso na mesma area em que foram coletadas as sementes
desse experimento (CORREIA; LEITE; GARCIA, 2010; CARVALHO et al., 2011).

A diversidade genética de uma populacéo ocorre por varios fatores evolutivos,
entre 0s quais, sistema de producédo, a interacao entre a cultura e a planta daninha
(fluxo génico através da dispersdo do polen e da semente), a distribuicdo geogréafica
e a selecdo natural. Devido a variacdo genética, a taxa de evolucéo da resisténcia aos
herbicidas dependera da eficacia e da frequéncia da aplicacdo de herbicidas, dos
padrbes de reproducao, da aptiddo relativa dos fenétipos suscetiveis e resistentes e,
da existéncia de processos de fluxo génico (HUANGUF; SONG; QIANG, 2009).

O aumento dos niveis de resisténcia nas populacdes de plantas daninhas
resulta em maiores taxas de sobrevivéncia para os individuos mais resistentes, e
mortalidade para os mais sensiveis, 0 que aumenta a frequéncia de genes de
tolerancia na populagéo sobrevivente, levando ao deslocamento ou aumento gradual
dos valores de Cso (NEVE; VILA-AIUB; ROUX, 2009), o que consequentemente
prejudica a produtividade da lavoura, dificulta 0 manejo da planta daninha e encarece
0 processo produtivo.

Nos ultimos anos, o numero de espécie de plantas daninhas resistentes ao
glyphosate e, lavouras com casos de resisténcia, principalmente em areas cultivadas

com soja e milho RR, tém aumentado de forma continua. Com isso, € fundamental
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evitar 0 uso suscessivo de um mesmo herbicida ou de herbicidas com mesmo
mecanismo de acao para reduzir a pressdo de selecdo e prevenir a evolucdo da
resisténcia, sendo necessario, portanto, realizar aplicacbes sequenciais com

herbicidas de diferentes mecanismos de acéo.

5. CONCLUSAO

A populacdo de capim-amargoso de Jaboticabal € constituida
predominantemente por bibtipos resistentes ao herbicida glyphosate e a populacdo de
Maté&o por biétipos suscetiveis.
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CAPITULO 3 - Acimulo de massa seca e macronutrientes em biétipos de

capim-amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate

RESUMO - A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas esta associada a
alteracdes morfologicas, fisiolégicas e metabdlicas. Essas alteracbes podem refletir
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em mudancas no status nutricional das plantas resistentes e no seu crescimento, 0
qgue pode inferir em maior adaptabilidade e habilidade competitiva. Dessa forma, o
objetivo do trabalho foi determinar o acumulo e a distribuicdo de massa seca e de
macronutrientes por bi6tipos de capim-amargoso (Digitaria insularis) resistente e
suscetivel ao glyphosate, cultivadas em condi¢cdes padronizadas de nutricdo mineral.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com onze
tratamentos e quatro repeticées. Os tratamentos consistiram de avaliagdes aos 15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150 e 165 dias apds a emergéncia (DAE). Pelos
resultados obtidos, os pontos de acumulo maximo tedrico (PtMax) e de inflexao (PtInf)
de massa seca e macronutrientes foram menores para o biétipo suscetivel, sendo
estes aos 133 DAE e 99 DAE, respectivamente, em relacao ao resistente (141 DAE;
105 DAE), contudo, considerando o menor periodo de tempo (133 DAE e 99 DAE), o
acumulo da massa seca e de micronutrientes foi maior no biotipo resistente. O bio6tipo
resistente apresentou maior acumulo de parte aérea, enquanto o suscetivel maior
acumulo de raizes. A sequéncia decrescente de acumulo de nutrientes foi semelhante
para os bidtipos de capim-amargoso: K, N, Ca, Mg, P e S.

Palavras-chave: analise crescimento, Digitaria insularis, nutrigdo mineral, resisténcia.

Dry matter and macronutrient accumulation of resistant and susceptible
sourgrass biotypes to glyphosate

ABSTRACT- Herbicide resistant is associated with morphological, physiological and
metabolic alterations in weeds. These alterations may reflect changes in the nutritional
status of resistant plants and their growth, it can be inferred in greater adaptability and
competitive ability of the resistant biotypes. Thus, the aim of this research was to
determine the dry matter and macronutrient accumulation and distribution by
glyphosate-resistant and susceptible plants of sourgrass (Digitaria insularis), growing
under mineral nutrition standard conditions. The experimental design was completely
randomized, with eleven treatments and four replicates. The treatments consisted of
times of evaluation at 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150 e 165 days after
emergence (DAE). The average time for maximum theoretical accumulation (PtMax)
and for inflection points of dry mass and macronutrient were lower for susceptible (133
DAE; 99 DAE) than for resistant biotype (141 DAE; 105 DAE). However, considering
the average time obtained by susceptible, dry mass (g) and macronutrients (mg)
accumulation was always higher for resistant biotype. The resistant biotype
accumulated more leaf dry mass, while the susceptible one accumulated more root dry
mass. The decreasing sequence of nutrient accumulation was similar for both
sourgrass biotypes: K, N, Ca, Mg, P and S.

Keywords: growth analysis, mineral nutrition, resistance, Digitaria insularis

1. INTRODUCAO

A espécie D. insularis € uma planta daninha perene que se destaca pela

formacao de rizomas e touceiras, fatores que dificultam o controle pelo herbicida
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glyphosate. Tais caracteristicas também estdo relacionadas a sua agressividade
como invasora e podem proporcionar alta competitividade a espécie pelos recursos
naturais. A competicdo por nutrientes € um dos principais fatores ecoldgicos que
podem afetar a produtividade das culturas agricolas (PITELLI, 1985).

Outro fator que tem dificultado o controle da espécie sdo as diferencas
encontradas entre individuos na lavoura. Sua persisténcia no campo, além das
caracteristicas da propria espécie, tem crescido devido a selecdo de biotipos
resistentes ao herbicida glyphosate. Os mecanismos que estdo relacionados a
resisténcia dessa espécie ocorrem por meio da absor¢cdo e translocacdo mais
reduzidas do herbicida, alteracbes na metabolizagcdo do glyphosate, mutacéo e
alteracdes morfologicas (CARVALHO et al., 2012; BARROSO et al., 2015).

O glyphosate € um herbicida intensivamente usado em diversos sistemas de
producdo e é o0 unico composto disponivel que atua sobre a enzima EPSPs (5-
enolpiruvil-chiguimato-3-fosfatosintase), na rota de sintese dos aminoacidos
aromaticos e do &cido chiquimico (VELINI et al., 2009). Atualmente existem oito
espécies confirmadas de plantas daninhas resistentes ao glyphosate no Brasil:
Amaranthus palmeri; Chloris elata; Conyza bonariensis, C. canadensis e C.
sumatrensis; D. insularis; Eleusine indica; Lolium perenne ssp. multiflorum (HEAP,
2018).

A resisténcia aos herbicidas pode ou ndo constituir uma desvantagem
competitiva nas populagdes resistentes (TRAVLOS, 2013), e assegurar 0 Seu sucesso
evolutivo baseado na sobrevivéncia, habilidade competitiva e reprodutiva, no qual o
individuo mais apto fornece o maior nimero de descendentes e contribui, assim, com
uma maior proporcdo dos seus genes na populacdo (WARWICK; BLACK, 1994).
Estudos basicos como a marcha de absorcdo de nutrientes e a utilizacdo dos
nutrientes acumulados pelas espécies de plantas daninhas sdo fundamentais para
entender o comportamento dos individuos e para fornecer subsidios para predicbes
de seu sucesso como infestante em funcdo de novas praticas agricolas (BIANCO et
al., 2004a,b).

Dessa forma, analisar as diferencas entre biotipos de capim-amargos resistente
e suscetivel ao glyphosate através de estudos relacionados a nutricdo mineral e

crescimento das plantas, torna-se necessario, uma vez gque a resisténcia de plantas
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daninhas pode refletir em maior requerimento nutricional e crescimento, o que pode
inferir que estes sejam mais competitivos e prejudiciais as culturas. Diante do exposto,
o trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar o acumulo e a distribuicdo de
massa seca e de macronutrientes em bidGtipos resistentes e suscetiveis de capim-

amargoso.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratério de Plantas
Daninhas (LAPDA), no campus de Jaboticabal, SP — UNESP —no periodo entre margo
e setembro de 2015. Os dados meteoroldgicos mensais coletados durante o

experimento sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados climaticos obtidos durante o periodo de conducédo do experimento.

Més Tmax Tmin UR? ND Insolagao
Margo 32,4 19,2 79,3 21 148,3
Abril 33,2 16,9 24 7,0 234,5
Maio 28,6 15,2 20,1 8,0 180,9
Junho 29,1 13,7 18,1 2,0 239,3
Julho 29,5 11,5 19,3 5,0 189,4
Agosto 32,9 14,5 20,7 2,0 283,4
Setembro 33,7 15,3 22,5 12,0 208,5

Fonte: Dados coletados pela Estacdo Agroclimatolégica da FCAV/UNESP. Tmax:
temperatura maxima; Tmin: temperatura minima; UR: umidade relativa do ar; ND:
namero de dias com chuva.

As sementes dos biotipos resistente (biotipo-R) e suscetivel (bidtipo-S) foram
semeadas em vasos plasticos com capacidade de 8 L, preenchidos com areia de rio
lavada e peneirada. Os vasos foram irrigados com solucdo nutritiva completa de
Hoagland e Arnon (1950). Inicialmente, para promover a adaptacédo das plantulas a
solucdo nutritiva, foi realizado o aumento gradual e semanal da forca ibnica da
solugdo. Na primeira semana, a solugcdo nutritiva foi ajustada para 25%, sendo
substituida por uma nova solu¢cao com 50% de forga ibnica por mais sete dias, e assim

consecutivamente até atingir 100% de forca ibnica (totalizando assim 28 dias de
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adaptacao). O pH da solugéo foi mantido proximo a 6,0 (adicionando-se HCI, 0,01M
e/ou NaOH, 0,01M, quando necessario) (Tabela 6).

Tabela 6. Composicéo da solucdo nutritiva proposta por Hoagland e Arnon (1950).
Solucéao nutritiva proposta Hoagland e Arnon
(1950)

Macronutrientes
------------------ mg “! de solugdo nutritiva ----------

Nitrogénio 210,1
Fésforo 31,0
Potassio 234,6
Calcio 200,4
Magneésio 48,6
Enxofre 64,2

Micronutrientes
------------------ mg L de solugao nutritiva ----------

Boro 0,5
Cobre 0,02
Cloro 0,6
Ferro 5,0
Manganés 0,5
Molibdénio 0,01
Zinco 0,05

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com onze
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos constaram de avaliacfes destrutivas,
a partir da coleta das plantas dos biétipos em intervalos de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120, 135, 150 e 165 dias apés a emergéncia (DAE), correspondendo a 11 periodos
de coleta. Em cada época de avaliacdo, as plantas foram coletadas e separadas em
folhas, colmos e raizes. A seguir, todo o material foi submetido a rapida imersdo em
solucdo diluida de detergente neutro, lavagem por imersdo em agua destilada e,
finalmente, imersdo em agua deionizada (SARRUGE; HAAG, 1974). Em cada época
de avaliacdo, as plantas foram coletadas e separadas em folhas, caules e raizes.

Logo apds, as partes aéreas e raizes foram colocadas para secar em estufa de
circulacdo forgada de ar a 70 °C, durante 48 horas, para entdo determinarmos a massa
seca das partes aéreas e das raizes (g). O material vegetal foi triturado em
micromoinho Wiley utilizando peneira de 40 mesh para determinacdo dos

macronutrientes.
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O nitrogénio total (Ntwta) € 0 fosforo (P) foram determinados pelos métodos
semimicro Kjedahl e colorimétrico do acido fosfovanadato-molibdico, respectivamente
(SARRUGE; HAAG, 1974). Na extracao de potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg)
foi utilizado o método descrito por Jorgensen (1977), por meio de espectrofotometria
de absorcdo atdbmica. O enxofre (S) foi determinado pelo método turbidimétrico,
descrito por Vitti (1989).

Através dos teores de nutrientes obtidos ao longo do ciclo da planta, foi
determinado a amplitude de variacdo do teor total de cada nutriente pelo maior e o
menor valor de teor total observados. Os acumulos de nutrientes para cada uma das
partes da planta foram conseguidos multiplicando-se o teor do nutriente pela massa
seca correspondente. O acumulo total foi obtido por meio da somatdria dos acumulos
das diferentes partes da planta, ao passo que o teor total da planta foi obtido pela
relacdo entre o acumulo total da planta e a massa seca total correspondente.

Os pontos de inflexao (PtInf) e do acumulo total teérico (PtMax) de massa seca
e macronutrientes foram determinados pela equacdo exponencial 'y
=exp(a+b*x+c*x"2), sendo y o acimulo de massa seca e macronutriente e, x os dias
apos a emergéncia. A andlise de regressao foi realizada com auxilio do OringinPro
8.5

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase inicial do experimento (dos 15 aos 60 DAA), o acimulo de massa seca
pelos dois bidtipos foi lento, com acumulo médio de 0,4 g por planta para o resistente
e 0,2 g para o suscetivel (Figura 3). A partir dos 60 DAE, o crescimento das plantas
dos dois biétipos intensificou-se, alcancando o acumulo maximo de massa seca total
(PtMax) aos 140 DAE, com o valor tedrico de 4,5 g de massa seca por planta
(resistente) e aos 133 DAE com 3,3 g por planta de massa seca (suscetivel). O valor
do ponto de inflexdo (PtInf) obtido para as plantas do resistente foi aos 101 DAE com
acumulo tedrico médio de 3,5 g por planta e, para as plantas do suscetivel aos 97
DAE, com acumulo tedrico médio de 2,5 g por planta.

Ao final do experimento, o acumulo maximo foi de 3,8 g por planta para o

biétipo-R e 2,24 g por planta para o bi6tipo-S. Nota-se que, a média de massa seca
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acumulada pelo bi6tipo-R foi 40%. O crescimento mais elevado pelas plantas
resistentes ja foi relatado na literatura. Um trabalho conduzido por Barroso et al. (2015)
evidenciou menor distancia dos feixes vasculares para os biotipos resistentes. Folhas
com feixes préximos indicam menor resisténcia hidraulica e altas taxas fotossintéticas,

0 que poderia explicar o desenvolvimento mais rapido.

®  Resistente
O Suscetivel L

MS (g por planta)

L I L LA DL L B B LA BN LA |
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 16!
Dias apds a emergéncia (DAE)

m  y=exp((-4,67302)+(0,08824x)+(-0,000314604x"2)) - R2=0,98
O y=exp((-5,48893)+(0,10057x)+(-0,000378912x"2)) - R?=0,97

Figura 3. Acumulo de massa seca total (MS) em bidtipos de capim-amargoso
resistente e suscetivel a glyphosate, cultivada em condi¢cdes padronizada

de nutricdo mineral. Média + Erro padréo (n=4).

Martins et al. (2016) também relataram que os bi6tipos-R apresentaram
crescimento mais rapido e uma taxa de assimilacédo (incremento de massa seca total
em funcéo da area foliar) maior que o bi6tipo-S. Os autores explicam que a taxa de
assimilacdo mais elevada indica que o biétipo é mais adaptado a altos niveis de
irradiancia durante o estagio inicial de desenvolvimento devido a maior eficiéncia do
sistema fotossintético.

As amplitudes dos valores das concentra¢gdes dos nutrientes tiveram diferencas
apenas para K, Ca e Mg (Figura 4). A amplitude do teor de K foi mais elevada para o
biétipo-R e, para o teor de Ca e Mg mais elevados para o bi6tipo-S. Dessa forma, a
eficiéncia no requerimento de K, por unidade de biomassa acumulada foi maior para

o0 resistente e, quanto ao requerimento de Ca e Mg, maior para o suscetivel.
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Figura 4. Amplitude da variacdo dos teores totais de nitrogénio (N), fésforo (P),
potassio (k), calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) nos bibtipos de
capim-amargoso resistente (R) e suscetivel (S) a glyphosate quando

cultivadas em areia de rio lavada e irrigadas com solugao nutritiva.

O nutriente K € 0 que mais frequentemente limita o crescimento das plantas e
os rendimentos das culturas. E um nutriente essencial em varios processos, como na
regulagao da abertura e fechamento dos estdbmatos (HOSY et al., 2003), atua na
ativacdo ou como cofator em varios sistemas enzimaticos (JIN et al., 2011), sintese
de proteinas, metabolismo de carboidratos, transporte de acucares, na transferéncia
e utilizacdo de energia (ROMHELD; KIRKBY 2010).

A capacidade da fotossintese das plantas muda drasticamente em resposta a
diferentes suprimentos de K. Quando ocorre a sua deficiéncia, tanto a fotossintese
guanto a taxa de producdo de ATP diminuem (WENG et al.,, 2007). Durante a
producdo de ATP, o balanco de carga elétrica € mantido pelos ions de K, o que é
importante para maximizar a producdo de ATP durante a fotossintese (ALBERTS et
al., 2002). Com citado anteriormente, taxas fotossintéticas mais elevadas foram
encontradas nos bidtipos resistentes (CARVALHO et al., 2012, BARROSO et al.,
2015; MARTINS et al., 2016), o que pode estar ligado ao maior requerimento de K
para o bidtipo R.

As plantas dos bidtipos resistente e suscetivel apresentaram distribui¢cdo
de massa seca diferencial entre as partes da planta ao longo das avalia¢des (Figura
5). O incremento de biomassa durante todo o periodo experimental foi maior nas

raizes em relacéo as folhas e o colmo, para os dois bidtipos. As raizes do bibtipo-S
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acumularam mais massa que as do resistente ao longo de todo o experimento, exceto
entre 60 e 75 DAE. O acumulo médio nas raizes, durante todo o ciclo, para os biétipos
resistente e suscetivel foi de 53 e 60%, respectivamente.

Com relacdo ao acumulo de massa seca nas folhas, durante todo o periodo
experimental, nota-se que o bibtipo-R apresentou maior acumulo que o suscetivel,
exceto aos 60 DAE. Na segunda metade do ciclo, o acimulo médio nas folhas
diminuiu em relac&o a primeira metade do ciclo para os dois biotipos.

O percentual de massa seca do colmo, ao longo das avaliagdes, também
foi maior para o bidtipo resistente, exceto aos 60 e 75 DAE. Além disso, pelos
resultados obtidos, também é possivel observar que aos 30 DAE, comparando a
distribuicdo entre as partes aéreas, o acumulo de massa seca foi maior nas folhas
(22%) que nos colmos (18%). A partir dos 30 DAE ocorreu uma inversao e o colmo

apresentou maior acumulo de massa.
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Figura 5. Distribuicdo percentual da massa seca acumulada nas diferentes partes das
plantas dos biotipos de capim-amargoso resistente (A) e suscetivel (B),

cultivada em condicGes padronizadas de nutricdo mineral.

Os dados de producédo de biomassa nas diferentes partes das plantas neste
trabalho diferem dos encontrados por Pereira et al. (2017), no qual o suscetivel
acumulou mais massa seca de folha, enquanto o resistente acumulou mais massa
seca de raizes. Machado et al. (2006), estudando o crescimento de plantas de capim-
amargoso, sem distincdo de resisténcia, e para o mesmo periodo estudado neste
trabalho, mostrou que as folhas foram os principais 6rgaos acumuladores.

Os padrdes de alocacéo de biomassa nas plantas podem ser influenciados por

alguns fatores como ambiente de crescimento, tamanho da planta, competicdo, entre
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outros. Condi¢cdes do meio ambiente, como baixas temperaturas e aumento dos niveis
de irradidncia podem promover maior acumulo nas raizes em detrimento das folhas e
ramos (POORTER et al., 2012). O intenso crescimento do sistema radicular permite
aumentar o volume de solo explorado, proporcionando maior contato dos nutrientes
pela interceptagéo radicular (BIANCO et al., 2004a,b) e tornando o sistema mais
eficiente para captacgéo e utilizacao de nutrientes.

O acumulo total de macronutrientes no inicio do desenvolvimento das plantas
foi lento (Figura 6). De maneira geral, a partir dos 75 DAE o acumulo foi mais intenso
para todos os nutrientes. A sequéncia dos maiores acumulos de macronutrientes nas
plantas de capim-amargoso foram K, N, Ca, Mg, P e S.

O acumulo de N foi variavel entre os biétipos durante o periodo experimental.
No inicio do ciclo, entre 15 e 45 DAE, o teor do nutriente foi 50% mais elevado no
bidtipo-R. Contudo, entre 60 e 105 DAE, ocorre o inverso, e o biotipo-S exibe maior
acumulo de N (30%). A partir dos 120 DAE, os teores sdo semelhantes para os dois
biétipos, exceto aos 135 DAE.

Com relacéo ao acumulo dos demais macronutrientes, P, K, S, Mg e Ca, pode
ser observado que durante todo o ciclo das plantas os teores dos nutrientes foram
mais elevados para o biétipo-R. A diferenga no inicio do experimento, entre 15 e 90
DAE, foi em torno de 20%, e a partir dos 90 DAE, atinge valores em torno de 50%
para os nutrientes P, K, S e Mg e 20% para o Ca.

O PtMax encontrado no bi6tipo-R para os nutrientes N, P, K, Ca, Mg e S foram:
aos 140 DAE (101,9 mg por planta), 143 DAE (23 mg por planta), 139 DAE (580 mg
por planta), 135 DAE (146 mg), 145 DAE (118 mg) e 157 DAE (22 mg),
respectivamente. Ja, o PtMax encontrado no biétipo-S para os nutrientes N, P, K, Ca,
Mg e S foram aos: 139 DAE (69,3 mg), 131 DAE (14 mg), 124 DAE (297 mg), 135
DAE (114 mg), 131 DAE (77 mg) e 142 DAE (12 mg), respectivamente.

ApoOs as plantas atingirem o PtMax, o acumulo decresceu em fungdo da

senescéncia das folhas pelo menor requerimento de nutrientes pelas plantas.
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Figura 6. Acumulo de macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio
(Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) em biotipos de capim-amargoso
resistente e suscetivel a glyphosate, cultivada em condi¢cdes padronizadas

de nutricdo mineral. Média * Erro padrdo (n=4).
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Os valores de PtMax dos macronutrientes neste trabalho diferiram dos
encontrados por Carvalho et al. (2013). Os valores apresentados pelos autores para
os nutrientes N (163,2 mg por planta) e P (27,1 mg por planta) foram mais elevados.
Contudo, para os nutrientes K (260,5 mg), Ca (47,6 mg), Mg (30,9 mg) e S (13,7 mg)
ocorre o inverso e, o acumulo foi menor. Tal fato pode estar associado com o intenso
crescimento do sistema radicular, o que torna o sistema mais eficiente para captacao
e utilizacdo de nutrientes, como citado anteriormente.

Os valores do PtInf obtidos para as plantas do resistente foram: 120, 106, 103,
118, 103 e 110 DAE e, para o suscetivel foram: 106, 99, 86, 107, 105 e 102 DAE, para
os nutrientes N, P, K, S, Ca e Mg, respectivamente (Figura 6). Analisando a média
entre os pontos de inflexdo dos macronutrientes obtidos pelos biétipos, o valor obtido
foi aos 110 DAE (resistente) e 101 DAE (suscetivel). Levando em consideracao o valor
de 101 DAE para os dois biotipos, o acumulo médio te6rico para o resistente e
suscetivel foi, respectivamente de: 1,3 e 1,4 mg (N), 0,4 e 0,3 mg (P), 10 e 4 mg de K,
3e2mg(Ca), 1,9 e 1,6 mgde Mg e 0,3 e 0,2mg (S). Apesar do PtInf para o biétipo
suscetivel anteceder em 9 dias ao resistente, o acumulo teérico dos macronutrientes
(exceto para o nitrogénio) foi menor quando comparado ao resistente. De maneira
geral, tanto o PtInf quanto o de PtMax foram maiores para o resistente, da mesma
forma que o acumulo de massa seca e nutrientes.

O valor do PtInf pode ser entendido como o dia em que o acumulo diario dos
macronutrientes da planta chegou ao seu valor maximo, sendo a taxa de absorcéo
diaria crescente até esse momento (CARVALHO et al., 2007). Os valores de inflexdo
encontrados pelo biétipo-R foram superiores ao do biétipo-S, o que pode coincidir com
o periodo em que as culturas de milho e soja iniciam o estagio de maturacao fisiol6gica
(em torno de 100 DAE, dependendo da cultivar e da semeadura), periodo este em que
ocorre elevada taxa de absor¢cdo dos macronutrientes pelas plantas daninhas, o que
podera causar prejuizos a producao pela competicdo entre a cultura e a planta

daninha.

4. CONCLUSAO
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O Dbiotipo resistente apresenta maior acumulo de biomassa total e
macronutrientes, o que podera refletir em maior vantagem competitiva pelos recursos

do meio em relagéo ao bibtipo suscetivel.
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CAPITULO 4 - Cinética de absorcdo de nitrogénio e fésforo em bibtipos de
capim-amargoso resistentes e suscetiveis ao glyphosate.

RESUMO - A andlise dos parametros da cinética de absorcéo idnica de
nutrientes sdo componentes indicativos da adaptabilidade das espécies, sob diversas
condi¢cBes do ambiente, como condi¢cdes de deficiéncia nutricional. Nesta pesquisa,
objetivou-se avaliar a cinética de absorcdo de nitrogénio e fosforo pelos bibtipos
resistente (bi6tipo-R) e suscetivel (bi6tipo-S) de Digitaria insularis e seus reflexos no
crescimento das plantas. O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado, composto por 2 tratamentos (biotipos resistente e
suscetivel) e 6 repeticbes, nas solugcbes de deplecdo de nitrogénio (N) e (P). Os
parametros avaliados foram os morfologicos e fisiolégicos. De maneira geral,
observaram-se diferencas entre o0s bibtipos de capim-amargos quanto as
caracteristicas morfolégicas e o0s parametros cinéticos. Pelos parametros
morfologicos, o perfilhamento e o acimulo de massa seca total foram mais elevados
nos bioétipos suscetiveis, o que nao refletiu na eficiéncia de absorcdo dos nutrientes.
A velocidade maxima de absorcédo (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten (Km)
para o nutriente N diferiu entre os bi6tipos, indicando maior eficiéncia de absor¢éo do
nutriente pelo bibtipo resistente.

Palavras-chave: Digitaria insularis, eficiéncia nutricional, resisténcia.

Nitrogen and phosphorus uptake kinetics on resistant and susceptible
sourgrass biotypes to glyphosate

ABSTRACT- The analysis of the ionic absorption kinetic parameters are
indicative of adaptability of plants species under nutritional deficiency conditions. This
research aimed to evaluate nitrogen and phosphorus uptake kinetic by resistant and
susceptible sourgrass biotypes to glyphosate. The experimental design was
completely randomized, with two treatments (resistant and susceptible biotypes) and
six replicates, in nitrogen (N) and phosphorus (P) depletion solutions. Morphological
and physiological parameters were evaluated for biotypes. In general, there were
differences between sourgrass biotypes for morphological characteristics and kinetic
parameters. It was observed that, tillering and total dry mass were higher in
susceptible biotype than resistant one. The maximum rate of absorption (Vmax) and
the Michaelis-Menten (Km) constant differed between the biotypes, indicating a
nitrogen higher efficiency absorption by resistant biotype.

Keywords: Digitaria insularis, efficiency nutritional, resistance.

1. INTRODUCAO

As praticas de manejo utilizadas na agricultura baseadas no uso

intensivo de glyphosate tém provocado cada vez mais a selegcdo de bidtipos
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resistentes de D. insularis em varios paises (HEAP, 2018). Os mecanismos que estao
relacionados a resisténcia dessa espécie ao herbicida glyphosate ocorrem por meio
da absorcéo e translocacdo mais reduzidas do herbicida, alteracfes na metabolizacao
do glyphosate, mutacdo génica e diferencas morfologicas (CARVALHO et al., 2012;
BARROSO et al., 2015).

A presenca de individuos com distinta capacidade de sobreviver aos efeitos
dos herbicidas dentro de uma populacdo também pode ser uma indicacdo de que
esses individuos apresentam diferentes habilidades adaptativas e competitivas. A alta
eficiéncia nutricional de uma espécie ou genétipo pode resultar em maior eficiéncia de
aquisicao de nutrientes do solo, mesmo em condi¢gbes com baixa disponibilidade de
nutrientes (RENGEL; DAMON, 2008).

Para avaliar diferencas na absorcédo de nutrientes entre espécies e genotipos
sdo conduzidos experimentos que determinam parametros morfolégicos (massa seca,
comprimento de raiz) e fisiologicos. Os parametros fisiol6gicos estudados englobam
a cinética de absorcdo (Vmax- taxa maxima de influxo liquido; Km-constante de
Michaelis-Menten) (GERLOFF; GABELMAN, 1983). O modelo de Michaelis-Menten
descreve a relacéo entre a velocidade de absorgcéo e a concentragdo de nutriente na
solucdo em contato com a superficie das raizes. Este modelo é amplamente utilizado
em estudos de cinética de absorcado para avaliar a eficiéncia de absorcdo de nutrientes
por espécies e por gendtipos de uma mesma espécie, a partir dos conceitos classicos
de Vmax, Km (SANES et al., 2013)

Do ponto de vista do processo produtivo, 0s macronutrientes nitrogénio (N) e
fésforo (P) sdo os elementos mais importantes para as plantas, além de constituirem
as deficiéncias mais comuns encontradas. O fésforo € um macronutriente chave na
estrutura de moléculas como acidos nucleicos, fosfolipidios e ATP, constituindo cerca
de 0,2% do peso seco de uma planta (SCHACHTMAN; REID; AYLING, 1998). O
nutriente tem uma funcdo importantissima na fotossintese (VERSAW; HARRISON,
2002) e a sua deficiéncia, consequentemente podera comprometer a producdo de
energia e a absorcdo dos demais nutrientes (SINGH et al., 2013). O P é o segundo
macronutriente mais frequentemente limitante ao crescimento da planta, depois do N
(VERSAW; HARRISON, 2002).
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O nitrogénio € o elemento mineral mais requerido pelas plantas, participando
como constituinte de muitos componentes das células vegetais, tais como
aminoacidos, proteinas e acidos nucleicos. Sua deficiéncia rapidamente inibe o
crescimento das plantas (TAIZ et al., 2014).

Os parametros cinéticos de absorcao ibnica de nutrientes sdo componentes
importantes que funcionam como indicativos da adaptabilidade das espécies. Nesse
estudo, a cinética de absorcdo dos nutrientes N e P visa compreender o
comportamento diferencial entre os dois biétipos de D. insularis quanto a sua aptidao
e eficiéncia de absorver e utilizar esses nutrientes, para fornecer subsidios quanto as
suas capacidades em se adaptar a ambientes adversos, uma vez que a competicéo
por nutrientes € um dos principais fatores ecolégicos que prejudicam a produtividade
da cultura. Dessa forma, objetivou-se avaliar a cinética de absorcéo de nitrogénio e
fésforo pelos bidtipos de capim-amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate e seus

reflexos no crescimento das plantas.

2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo entre 23/12/2016 a 22/02/2017, no
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (UNESP — FCAV), Campus de Jaboticabal-SP.

As sementes dos dois bidtipos de plantas daninhas (susceptivel e resistente)
foram semeadas em bandeja (128 células de 18 ml), a qual foi preenchida com
substrato (Bioplant®). Ap6s 35 dias de cultivo nas bandejas, os biétipos foram
transplantados em vasos com capacidade para 200 ml, onde apenas o sistema
radicular estava em contato com a solucéo nutritiva. No momento do transplante, as
plantas do bi6tipo-R estavam com 24,6 cm de altura, 2 folhas; 0,11 g de massa seca
de folhas e 0,03 g de massa seca de raiz. J& as plantas do bi6tipo-S estavam com
23,6 cm de altura; 2 folhas; 0,11 g de massa seca de folhas e 0,02 g de massa seca
de raiz.

Em seguida, foram aclimatadas em uma camara de crescimento com ambiente

controlado (iluminacgéo artificial de 110 mmol m2 s, aproximadamente, fotoperiodo
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de 12 horas, temperaturas diurnas mantidas em torno de 27 °C e noturnas mantidas
a cerca de 23 °C e umidade relativa entre 60 e 70 %).

Os vasos foram irrigados com solucéo nutritiva completa de Hoagland e Arnon
(1950) (Tabela 7). Inicialmente, para promover a adaptacao das plantulas ao sistema
hidropdnico, foi realizado o aumento gradual e semanal da for¢a iGnica da solugéo.
Na primeira semana, a soluc¢ao nutritiva foi ajustada para 25%, sendo substituida por
uma nova solucdo com 50% de forca iGnica por mais sete dias, e assim
consecutivamente até atingir 100% de forca iGnica (totalizando 28 dias de adaptacéao).

Apés o periodo de adaptacdo das plantas na solugdo nutritiva, a solucéo
original foi trocada e substituida por uma solucdo na auséncia de nitrogénio (N) e outra
solucdo na auséncia de fésforo (P) por sete dias antes do inicio da cinética, com
intencdo de aumentar a capacidade das plantas de absorver este nutriente (LIMA et
al., 2005) (Tabela 7).

Tabela 7. Composicdo da solucédo nutritiva proposta por Hoagland e Arnon (1950)
completa e na auséncia dos nutrientes N (-N) e P (-P).

. Completa -N -P
Macronutrientes ~ —
----mg L de solugdo nutritiva ---
Nitrogénio 210 - 31
Fésforo 31 196 --
Potassio 234 140 31
Célcio 200 70 31
Magnésio 48 196 31
Enxofre 64 252 31
Micronutrientes ----mg L de solucéo nutritiva ---
Boro 05
Cobre 0,02
Cloro 0,7
Ferro 5,0
Manganés 0,5
Molibdénio 0,01
0,05

Zinco

Esta solugéo foi constantemente aerada, com auxilio de bombas de aquario
conectadas a borrachas de latex (2 mm de diametro interno). Os valores de pH

(Analion®, modelo PM602) e condutividade da solug&o nutritiva foram monitorados. O
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pH da solucdo foi mantido préximo a 6,0 (adicionando-se HCI, 0,01M e/ou NaOH,
0,01M, quando necessario).

Decorridos sete dias, as raizes das plantas foram lavadas com agua destilada,
permitindo ao sistema atingir as condi¢cdes de estado estacionario de absorcéo,
requeridas para a aplicagdo do modelo cinético (EPSTEIN; BLOOM, 2006). Em
seguida, para iniciar a cinética de absor¢cdo dos nutrientes, as solugcbes foram
novamente trocadas. Essa solugdo teve sua concentragdo de N e P ajustada para Y4
da concentragdo completa Hogland e Arnon (1950) em 3750 e 250 umol L7,
respectivamente. Sendo assim, para cada nutriente, os tratamentos foram compostos
por dois bidtipos de capim-amargoso, resistente e suscetivel, dispostos em um
delineamento inteiramente casualizado com 6 repeticdes.

Amostras de 4 ml da solucédo de deplecdo foram coletadas em intervalos de
uma hora, durante um periodo de 12 horas. Decorridos 24 horas ap0s o inicio do
experimento, uma Uultima amostragem foi realizada para quantificar a solucao
remanescente no vaso. O teor de nitrogénio total e o fésforo foram determinados pelos
métodos semimicro Kjedahl e colorimétrico do &acido fosfovanadato-molibdico,
respectivamente (SARRUGE; HAAG, 1974).

Ao término do periodo de deplecao foi mensurado os parametros morfologicos,
como a altura, numero de folhas e perfilhos, massa seca da parte aérea e raiz, e a
relacdo entre a massa seca da raiz pela parte aérea. As partes aéreas e raizes foram
pesadas para determinacdo da massa fresca e, logo ap6s, colocadas para secar em
estuagfa de circulagdo forcada de ar a 70°C, durante 48 horas, para entao
determinarmos a massa seca das partes aéreas e das raizes (g).

Os teores dos nutrientes nas solucdes de deplecdo (em cada tempo de
amostragem), os dados relativos ao volume inicial e final de solucdo nos vasos e o
peso de massa fresca de raizes foram empregados no software Cinética 2.0®,
obtendo-se, desse modo, os valores das constantes cinéticas Vmax (velocidade
méaxima de absor¢do) e Km (constante de Michaelis-Menten) (RUIZ; FERNANDES
FILHO, 1992). Esse software calcula a Vmax por meio de uma equacéao linear e a Km
por equacdes do tipo exponencial, potencial ou exponencial-reciproco. A equacgéo do
modelo potencial foi a utilizada, uma vez que apresentou melhor ajuste aos dados,

apresentando maiores valores para o coeficiente de determinacdo em todas as
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repeticdes. O “poder de absorg¢ao de nitrogénio e fosforo” - a foi calculado pela divisdo
da Vmax pelo Km (MARSCHNER, 1995).

As caracteristicas de crescimento (altura e numero de folhas), as massas secas
(parte aérea e raiz) e os parametros cinéticos (Vmax, Km e a — poder de absorcéo)
foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade, com auxilio do programa estatistico AgroStat® (BARBOSA;
MALDONADO JUNIOR, 2015).

3. RESULTADOS

Os parametros altura e numero de folhas nédo apresentaram diferenca significativa
entre o0s bibtipos, tanto no tratamento com N quanto em P (Tabela 8). J& o nimero de
perfilhos emitido pelo bidtipo-S foi, em média, 86% maior que o emitido pelo bidtipo-
R, nos tratamentos com N e P.

Tabela 8. Altura (cm) e numero de folhas dos bi6tipos de capim-amargoso resistente
(R) e suscetivel (S) ao glyphosate na cinética de absorcédo de N e P.

Altura (cm) Numero folhas Numero de perfilhos
N P N P N P
R 55,3+1,3a 55,2+1,0a 7,3+0,5a 7,0+0,3a 0,3+0,2b 0,3%0,2b
S 534+12a 50,1+14a 6,3+0,3a 60+04a 23+04a 20+05a
F 1,54n 0,30" 3,43™ 1,20m 13,71** 7,74%*

CV (%) 5,75 24,42 11,32 19,86 60,17 58,65

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. ns- néo significativo, pelo teste F.

Bidtipos

Nota-se que, de maneira geral, a massa seca da parte aérea e da raiz foram
maiores para o biétipo-S, onde os valores foram, em média, 45% (parte aérea) e 66%
(raiz) maiores que o (Tabela 9). Os valores da relagdo entre raiz e parte aérea para

os tratamentos com N e P ndo apresentaram diferenca entre os biotipos.

Tabela 9. Massa seca (MS) da parte aérea e de raizes e relacdo entre MS raizes e
parte aérea dos bidtipos de capim-amargoso resistente e suscetivel ao
glyphosate na cinética de absorcdo de N e P.

Massa seca (g) Relacao
Parte aérea Raiz MSraizes/MSparte aérea

Bidtipos
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N P N P N P
R 0,3+0,1b 0,3+0,02a 0,03+0,01b 0,02+0,1b 0,10+0,1a 0,07+0,1a
S 05+0,1a 05+0,04a 0,08+0,01a 0,06+0,1a 0,16+0,1a 0,13+0,1a
F 8,71* 1,407 16,03** 8,36* 9,90 8,6"
CV (%) 22,45 26,8 29,31 31,05 15,6 6,42

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. ** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F. * Significativo a 5% de probabilidade,
pelo teste F; ns- ndo significativo.

Ao final da cinética de absorcéo, o volume final da solucdo de deplecédo para o
biétipo-R foi de 0,12 L e para o biotipo-S de 0,11 L, o que representou um consumo
de 80 e 90 ml, respectivamente (Tabela 10). Contudo, n&o foi observado diferenca

significativa entre eles.

Tabela 10. Volume final de solucéo de deplecéo (VFS) e teores de nitrogénio (umol L
1) na solucéo de deplecéo ao longo da cinética de absorcdo em horas ap6s
0 inicio da cinética (h) para os biétipos resistente (R) e suscetivel (S).

Biotipos VFES (L) 0Oh 1h 2h 3h
R 0,12+0,01a 3749+25a 2672+21a 2524+36a 2413+27a
S 0,11+0,01a 3750%37a 2836+4la 2624+34a 2562+23a

F 0,15" 0,01"s 2,16" 1,25"s 1,60ns
CV (%) 10,27 8,33 3,95 5,45 7,07
Bidtipos 4 h 5h 6 h 7 h 8 h

R 2338 +40 a 2325140 b 1525 +23 b 1475 +37a 1344 +26a

S 2547 +40a  1925+24a 1875+25a 1350+25a 1306+35a

F 16,96"s 25,60* 19,60* 1,470s 0,45"
CV (%) 6,9 7,33 9,93 8 14,01
Bidtipos 9h 10 h 11h 12 h 24 h

R 1293 +32a 1250+34 a 632 +32 a 750 +24 a 687 +26 b

S 1244 +24 a 937 22 b 687 +24 a 537 +28 a 437 +24 a

F 0,58" 25,00** 0,14"s 3,70™ 1,46"s
CV (%) 19,77 7,41 21,08 13,17 23,56

1Coeficiente de variacdo das médias. Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; ns- ndo
significativo.

A curva de deplecéo dos nutrientes permite observar como ocorreu a absorgéo

ao longo das 24 horas de cinética. A maior parte do N fornecido inicialmente na
solucéo de deplecéao foi absorvido durante as 6 horas de cinética, o que representou

um consumo em torno de 55%. Ao longo do experimento, a absor¢céo do nutriente foi
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mais lenta, e ao final da cinética, as 24 horas, 85% do N j& tinha sido absorvido pelos
dois biotipos (Tabela 10).

As Unicas diferencas encontradas entre os biotipos foram as 5, 6, 10 e 24 horas.
As 5 horas, o consumo de N pelo biétipo-S foi mais elevado que pelo resistente, em
torno de 95%, enquanto as 6 horas o consumo foi 93% maior para o bi6tipo-R. As 10
e 24 horas, o consumo foi 25% e 35%, respectivamente, maiores para o biotipo-S
(Tabela 10).

Com relacao a deplecéo de P, ao final da cinética de absorcéo, o volume final
da solucdo de deplecdo para os dois biétipos foi de 0,11 L o que representou um
consumo de 90 ml (Tabela 11). Ao longo da cinética de absorcéo néo foi observado

diferencas entre eles.

Tabela 11. Volume final de solucédo de deplecéo (VFS) e teores de P (umol L) na
solucédo de deplecdo ao longo da cinética de absorcdo em horas apés o
inicio da cinética (h) para os biotipos resistente (R) e suscetivel (S).

Bidtipos  VFS (L) Oh 1h 2h 3h
R 0,12+0,0la 250+0,7a 192+0,6a 186+0,2a 178+0,1a
S 0,11+0,01a 249+0l1a 190#l,1a 185#0,8a 18407 a
F 5,66 0,01"s 0,04 0,02ns 0,36™
CV(%) 6,22 12,69 5,3 3,45 4,64
Bi6tipos 4h 5h 6h 7h 8h
R 175+1,1a 174+05a 1630,5a 143#0,la 129#l,1a
S 183+0,8a  173+1,3a 167+1,3a 141+09a 131:05a
F 1,00 0,02" 0,13" 0,02ns 0,05"
CV(%) 3,59 7,48 6,74 9,95 7,07
Bi6tipos 9h 10 h 11 h 12 h 24 h
R 128+09a 125+0,1a 117+0,8a 111+0,la 90+03a
S 126 +06a 121+0,7a 118+05a 110#0,1a 85403 a
F 0,07 0,32"s 0,01" 1,00" 2,00m
CV (%) 5,91 5,84 8,17 4,48 5,16

1Coeficiente de variacdo das médias. Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. ns- ndo significativo, pelo teste F.

Quanto aos valores de P na deplecdo, o consumo do nutriente no inicio da
deplecéo, a 1 hora, foi em torno de 24% para os dois bidtipos. A absorcao foi lenta
durante o periodo de avaliacdo, e ao atingir 12 horas da cinética, metade do P

disponivel ainda néo tinha sido absorvido pelos biotipos. Ao final da cinética de
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absorcao, as 24 horas, o teor do nutriente absorvido pelos biétipos foi de 65% (Tabela
11).

Todos os parametros cinéticos analisados para o nutriente N apresentaram
diferencas significativas entre os bibtipos (Tabela 12). Os valores de Km
(concentracdo de N na qual foi atingida metade da velocidade méaxima), Vmax
(quantidade de N absorvida quando todos os carregadores estiverem saturados) e 0
a (poder de absorgcdo de N) foram 14, 48 e 40% mais elevados para o biotipo
resistente.

Com relacdo aos parametros Km, Vmax e a para o nutriente P, os valores ndo

diferiram entre os biétipos.

Tabela 12. Parametros cinéticos Km, Vmax e a dos nutrientes N e P para os biotipos
resistente e suscetivel

Bidtipos N . - £
Km Vmax a Km Vmax a
R 1135,5a 5124 a 0,45 a 109,6 a 13,4 a 0,1a
S 973,31 b 2639Db 0,27 b 103,8 a 12,6 a 0,1a
F 184,63™ 286,14** 98,33** 14,910 0,08"s 0,01"s
CV (%) 4,33 12,74 10,01 1,33 11,14 17,19

1Coeficiente de variacdo das médias. Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; ns- ndo
significativo.

4. DISCUSSAO

A andlise de parametros morfoldgicos e fisioldgicos (Vmax, a) na cinética de
absorcdo de nutrientes sdo complementares, e visam compreender as diferencas
entre absorcéo e utilizacdo de um nutriente em diferentes materiais vegetais. Pelos
resultados do parametro morfolégico, ao final de 7 dias na auséncia dos nutrientes N
e P, o bi6tipo-S apresentou maior emissdo de perfilhos, o que refletiu em maior
acumulo de massa seca total, caracteristicas que podem conferir maior capacidade
de competicdo com a cultura.

Nos parametros cinéticos, o Vmax € definido como o produto do nimero de sitios
de absorcéo por unidade de raiz e sua velocidade de absorcdo (EPSTEIN; BLOOM,
2006), ou seja, € o valor maximo da velocidade inicial quando todos os sitios ativos

estdo ocupados, dessa forma, o seu valor depende da quantidade de nutriente
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utilizada. Este parametro tem maior influéncia quando ndo ha limitacdo no suprimento
dos nutrientes pelo solo as raizes, como normalmente acontece para N, Ca e Mg em
solos que ja receberam calcario e com boa fertilizacdo nitrogenada (HORN et al.,
2006). Em solos sem deficiéncia de nutrientes, um maior valor de Vmax observado &
um indicativo de maior potencial de absorgéo. Dessa forma, como o valor de Vmax do
biétipo resistente foi maior que o do suscetivel (no tratamento com N), isso pode
implicar em uma maior concentracao de sitios de absorcao por unidade de raiz nesse
bidtipo.

O valor de Km € o inverso da afinidade do transportador pelo nutriente, ou seja,
€ numericamente igual a concentracao do nutriente na solucdo quando a velocidade
inicial € igual & metade da sua velocidade maxima (Vmax) (EPSTEIN; BLOOM, 2006).
Quando houver alguma restricdo na disponibilidade dos nutrientes na solucéo do solo
junto as raizes, o Vmax deixa de ser o parametro cinético que mais influencia a
absorcao de nutrientes, a qual passa a ser controlada pela constante de Michaelis-
Menten (Km) (HORN et al., 2006). Dessa forma, quanto maior o valor de Km, menor
sera a afinidade do nutriente com os sitios de absorcéo e, portanto, menor a eficiéncia
de absorcao do nutriente.

Associando os parametros Vmaxe Km, quando as plantas sédo submetidas a uma
solugdo com baixa concentracdo de nutriente, a maior eficiéncia nutricional na
absorcdo de nutrientes por uma planta seria alcancada com altas taxas iniciais de
absorcéo (Vmax) em funcéo de alta afinidade do carregador com o nutriente (baixo Km),
extraindo o maximo possivel do nutriente da solu¢cdo (HORN et al., 2006).

A analise dos resultados dos parametros cinéticos, normalmente, € realizada
através da interpretacdo dos dois parametros cinéticos, Vmax e Km. Contudo, em
alguns casos, as diferentes espécies ou genotipos, podem apresentar tanto o Vmax
como o Km altos ou baixos, dificultando a interpretacdo dos resultados. Neste
trabalho, os valores de Vméax e Km obtidos pelo biétipo resistente foram mais elevados
que o do suscetivel. Entdo, o poder de absorgao (a), dado pela razado entre Vmax e
Km, reflete o efeito conjunto desses dois fatores. A eficiéncia de absor¢do de um
nutriente sera maior quanto maior for o Vmax e menor for o Km. Sendo assim, quanto

maior o a, maior sera a taxa de absorcéo por unidade de raiz, 0 que expressa a maior
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eficiéncia obtida pelo bibtipo resistente, refletido através do maior valor de Vmax desse
biotipo.

Geralmente, os estudos sobre a cinética de absorcdo de nutrientes estao
relacionados as culturas de interesse econdmico. Na literatura ha caréncia de
trabalhos que avaliam a eficiéncia de absor¢éo de nutrientes entre biétipos resistentes
e suscetiveis aos herbicidas pelos parametros morfolégicos e fisioldgicos. A maior
parte dos trabalhos encontrados na literatura exploram diferencas em relagdo a
producao e viabilidade de sementes, crescimento e desenvolvimento de plantas, em
competicdo ou ndo com uma cultura de interesse (BAUCOM; MAURICIO, 2004,
PEDERSEN; NEVE; POWLES, 2007; TRAVLOS, 2013; PEREIRA et al.,, 2017;
OSIPITAN; DILLE, 2017). Trabalhos precisam ser conduzidos para avaliar se um alelo
resistente ao herbicida reflete na sua capacidade e eficiéncia em absorver 0s
nutrientes. Além disso, é necessario avaliar diferentes concentracfes e diferentes

tempos de omissdo dos nutrientes para compreender a adaptabilidade de biotipos.

5. CONCLUSAO

Pelos parametros morfoldgicos, o perfilhamento e o acimulo de massa seca
total sdo mais elevados no biétipo suscetivel.
Pelos parametros fisioldgicos, o biétipo resistente apresenta maior eficiéncia de

absorcao de nitrogénio.
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CAPITULO 5 - Respostas de bidtipos de capim-amargoso resistente e suscetivel
ao glyphosate a concentracdo de CO2 atmosférico

RESUMO - A concentragdo de CO:2 (dioxido de carbono) na atmosfera esta
aumentando mais rapido do que o esperado e alcangando novos recordes a cada ano,
0 que podera implicar em mudancas fisiolégicas nas plantas. Dessa forma, este
trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar as respostas fisioldgicas dos biotipos
resistentes e suscetiveis de capim-amargoso ao glyphosate em duas condicfes de
concentracdo de CO:2 atmosférico. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e seis repeti¢cdes. Os tratamentos
conduzidos foram: dois biétipos (resistente e suscetivel ao glyphosate), dois manejos
(com e sem glyphosate) e duas condicbes de concentracdo de CO:2 (400 ppm:
condicdo do ambiente; 800 ppm: tratamento enriquecido com CO2). Pelos resultados
obtidos, nas duas concentracbes de CO: estudadas, o crescimento do bibtipo
resistente foi mais elevado em relacdo ao suscetivel. A resposta do controle apés
aplicacao de glyphosate evolui de maneira mais rapida quando as plantas do bi6tipo
suscetivel cresceram em 800 ppm. A fotossintese, a eficiéncia no uso da agua e a
atividade das enzimas APX e SOD foram mais elevadas quando os biotipos cresceram
em 800 ppm, contudo, o acréscimo de CO2 no ambiente (800 ppm) incrementou
significativamente a eficiéncia do uso da agua e o sistema antioxidante das plantas
resistentes ao glyphosate.

Palavras-chave: Digitaria insularis, mudancas climaticas, resisténcia de plantas
daninhas.

Responses of resistant and susceptible sourgrass biotypes to glyphosate at
atmospheric CO2 concentration

ABSTRACT- Carbon dioxide (CO2) concentration in the atmosphere is
accumulating faster than expected and reaching a new record high every year. Thus,
this work was carried out aiming to evaluate physiological responses of resistant and
susceptible sourgrass biotypes to glyphosate to elevated atmospheric CO:2
concentrations. The experimental design was completely randomized, with six
treatments and six repetitions. The treatments carried out were: two biotypes (resistant
and susceptible to glyphosate), two management (with and without glyphosate),
arranged in two conditions of CO2 concentration (400 ppm: environment condition; 800
ppm: COgz-enriched treatment). At both CO:2 concentrations, glyphosate-resistant
biotype growth was higher than the glyphosate-susceptible one. Glyphosate-
susceptible biotype control was higher at 800 ppm. Photosynthesis, water use
efficiency, and the activities of APX and SOD enzymes of both biotypes were highest
at 800 ppm, however, the increased levels of CO2 (800 ppm) significantly increased
water use efficiency and antioxidant system of glyphosate-resistant plants.

Keywords: climate change, carbon dioxide, Digitaria insularis, resistance.
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1. INTRODUCAO

O aumento continuo dos gases de efeito estufa na atmosfera, especialmente o
COg2, tem sido provocado principalmente pelas atividades antropicas, e constitui-se
como um dos fatores responsaveis pelo aquecimento global. A propor¢cao de CO:2
atmosférico aumentou em cerca de 100 ppm (36%) nos ultimos 250 anos, passando
de 275 ppm na era pré-industrial (1000-1750) para 405 ppm em 2018 (NOAA, 2018),
e no final deste século podera atingir até 1000 ppm (IPPC, 2013).

Estudos indicam que o aumento do CO2 atmosférico resulta em alteracdes
anatdmicas, morfoldgicas e fisioldégicas das espécies vegetais, tais como: reducdo da
condutancia estomatica e aumento da fotossintese, com consequente estimulo do
crescimento (AINSWORTH; LONG 2005; ZISKA et al. 2007; ERICKSON et al., 2007,
ZHANG et al., 2015; FERNANDO et al., 2016), incremento na atividade das enzimas
do sistema de defesa antioxidante (ABDELGAWAD et al.,, 2016) e alteragdo na
resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas ou reducéo da eficacia do tratamento
herbicida no controle das plantas daninhas (AINSWORTH; LONG 2005; MANEA et
al., 2011; ZHANG et al., 2015).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas, assim como o aguecimento
global, € um problema que tem sido muito discutido no mundo todo, por ocasionar
prejuizos e aumentar os custos da producdo na lavoura. Atualmente, ja foram
confirmadas 41 espécies de plantas daninhas resistentes ao herbicida glyphosate
(HEAP, 2018), incluindo a espécie Digitaria insularis, planta daninha nativa de paises
tropicais e subtropicais na América.

Os principais mecanismos de resisténcia ao glyphosate descritos incluem
mutacdes, duplicacdo do gene no sitio de acdo, metabolismo diferencial; excluséo do
herbicida do alvo e superexpressao de enzimas antioxidantes apds aplicacdo de
glyphosate (YUAN; TRANEL; STEWART, 2007; POWLES, 2008; SAMMONS;
GANNES, 2014; MAROLI et al., 2015). Especificamente, para a espécie D. insularis,
0s mecanismos de resiténcia ao glyphosate estdo relacionados a presenca de um
parénquima menos espesso, maior deposicdo de cera epicuticular nas plantas

resistentes (BARROSO et al., 2015), absorcéo e translocacdo mais reduzidas do
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herbicida, alteracbes na metabolizagédo do glyphosate e mutacéo génica (CARVALHO
et al., 2012).

Portanto, analisar a influéncia de elevadas concentracées de CO:2 nas respostas
de crescimento, controle, sistema de defesa antioxidante enzimatico das plantas
daninhas resistentes aos herbicidas s&o fatores importantes para auxiliar 0 manejo
dessas espécies na lavoura. Diante do exposto, o trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar as respostas fisiologicas dos bidtipos de capim-amargoso
resistentes e suscetiveis ao glyphosate ao aumento da concentracdo de CO:

atmosférico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Areaexperimental e descri¢cdo do sistema de camaras de topo aberto

O experimento foi conduzido em camaras de sistema de topo aberto (OCT,
open-top chambers), em uma estufa localizada na Universidade de Sédo Paulo-USP,
em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, cujas coordenadas geograficas sdo 21°17°83”S,
47°80767"W e altitude média de 620m. As OTCs foram construidas a partir de barras
metdlicas verticais (4 barras, para dar sustentacdo) e anéis metalicos (com 1,2 m-
didmetro de base e 0,8 m de topo) com as suas laterais revestidas por um filme duplo
de polietileno transparente. A camara possui dimensdes de 1,0 m de diametro e 1,5
m de altura e um redutor (0,5 m) com abertura no topo para permitir a saida do ar
deslocado.

As camaras sao equipadas com um ventilador, acoplado por um duto circular a
sua parte inferior, que € responsavel por promover um 8continuo fluxo do gas no
interior da camara em direcdo ao topo, além de promover a continua renovacao de ar.
Na camada interna do duplo revestimento plastico, ha orificios que estéo distribuidos
de forma regular proporcionando uma entrada mais homogénea do ar.

Um cilindro de aluminio é alocado ao lado das OCTs e libera o CO: através de
uma valvula que regula a sua pressao e o fluxo do gas para o interior da camara. Uma
valvula solenoide foi conectada a esse sistema para automatiza-lo (mantendo o

sistema ligado durante o dia) e controlar o fluxo do fluido para a camara.
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A concentracdo de CO: foi monitorada diariamente através de um analisador
infravermelho de gas (IRGA, marca Qubit Systems, Ontério, Canadd) modelo S151, 0
a 2000 ppm) e, quando necessario, 0os ajustes foram realizados a fim de manter a
concentracdo desejada. Em cada camara havia um conjunto de sensores que
monitoravam a umidade, temperatura interna e radiacao solar, armazenando os dados

a cada 1 minutos, em um datalogger RICS® (Remote Control System)

2.2. Conducéao e tratamentos experimentais

O experimento foi conduzido no periodo entre 05/10/2016 a 15/12/2017. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com oito
tratamentos e seis repeticbes. Os tratamentos foram compostos por: a) duas
condicbes de concentracdo de CO2: 400 ppm (condicdo ambiente) e 800 ppm
(tratamento enriquecido com COg); b) dois bidtipos de D. insularis: resistente e
suscetivel ao glyphosate; c) dois manejos: com e sem aplicacdo de glyphosate (sal
isopropilamina). No manejo com aplicacdo de glyphosate, a dose utilizada foi de 2160
g e.a. hat.

As sementes dos dois biétipos de capim-amargoso (susceptivel e resistente ao
glyphosate) foram semeadas em bandeja (128 células de 18 ml), a qual foi preenchida
com substrato (Bioplant®). Apés 20 dias de cultivo na bandeja, as plantulas foram
transplantadas vaso, com capacidade para 7 L, preenchidos com solo e areia (2:1 v/v).
O solo utilizado no experimento foi classificado como latossolo vermelho distrofico. Os
resultados da analise quimica do substrato estdo descritos na Tabela 13. Os
resultados da composicdo granulométrica indicaram: 22 g/Kg de areia fina, 36 g/Kg

de areia grossa, 10 g/Kg de silte e 22 g/Kg de argila.

Tabela 13. Resultados da analise quimica do solo utilizado como substrato.

P.
pH M.O. resina K Ca Mg H+AlI SB CTC \%
(of (& P e L R L e e L I — Lo e L B —— %
54 14 10 4,0 17 12 14 33,3 47,7 70

SB= soma de bases; CTC= capacidade de troca catibnica; V= saturacdo por bases.
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Os dados meteorologicos mensais coletados durante o experimento estdo
contidos na Tabela 14.

Tabela 14. Dados climaticos obtidos durante o periodo de conducao do experimento,
entre o periodo de outubro a dezembro (2016).

Més Tmax  Tmin  Tmed UR Precipitacdo Insolacao
Outubro 36,6 111 19,5 81,6 82,2 156,7
Novembro 33,3 10,4 19,9 81,9 187,7 132,4
Dezembro 35,0 12,8 22,3 77,9 137,7 29,1

Fonte: Estacdo Meteorolégica da IAG/USP. Tmax: temperatura maxima; Tmin: temperatura minima;
Tmed: temperatura média; UR: umidade relativa do ar (média mensal);

Os dados da temperatura do ar e da folha no momento da medicdo dos

parametros gasosos estdo contidos na Tabela 15.

Tabela 15. Temperatura do ar e da folha durante a medi¢cao dos parametros gasosos
dos bidtipos resistente (R) e suscetivel (S) de capim-amargoso sob duas
concentragbes de CO2 (400 e 800 ppm), no manejo com (H) e sem (T)
aplicacao de glyphosate.

Bidtipo/ 8h 10h 13h 15h

*
[COI* Manejo Ar=  Folha Ar  Folha Ar _ Folha Ar_ Folha
w00 RH 25 24 30 30 40 39 39 39
RT 25 24 29 20 40 39 39 39
s RH 25 5 32 32 39 39 39 39
RT 21 6 33 33 39 38 39 39
w0 SH 24 24 31 31 40 39 39 39
ST 25 24 29 20 40 39 39 39
so SH 28 6 32 34 39 38 39 38

ST 23 26 33 32 39 38 40 39
*Concentracdo de COz2em ppm; ** Temperatura do ar dentro da estufa

Os valores da concentragéo de CO2 (durante a condugéo do experimento) e da
radiacdo fotossinteticamente ativa estdo apresentados na Figura 7. As medidas de
trocas gasosas foram efetuadas em dias claros, sem nuvens e com a radiacéo
fotossinteticamente ativa variando entre 50 e 1500 pumol m? s, ao longo do dia.

Na area experimental foi montado um sistema de irrigacdo por gotejamento
automatizado, através do acionamento de uma valvula solenoide para controlar o
abastecimento de agua ao sistema. Os ciclos de irrigacdo foram programados para

acionar o sistema duas vezes ao dia, pela manha e no final da tarde. O tempo e o
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volume de &gua para cada irrigacdo foram a quantidade necessaria para elevar a
umidade do solo a capacidade de campo, utilizando-se da curva de retencdo de agua

no solo.
900 - 1600 -
SO 1400
800 ,’I |
I <1200 ~
n <4
1009 £ 1000
g |—— Ambiente atual (400 ppm) g 1
—— Ambiente atual ppm |
2; 600..... Ambiente enriquecido CO, (800 ppm) g 800
o ] = 1
O, o 600 -
500 - 1
400
400 4 200_-
300 T T T T T T T T T T 1 07 T T T T T T T T T T 1
06 08 10 12 14 16 8 10 12 14 16 18
Horario do dia (h) Horério do dia (H)

Figura 7. Média da concentracdo de COz2 (A: [COz]) durante os meses de conduc¢éo
do experimento e a radiacdo fotossinteticamente ativa (B: RFA) durante o
periodo da avaliacdo de trocas gasosas em cada horério do dia (h).

No manejo com aplicacdo de glyphosate, o herbicida foi aplicado quando as
plantas atingiram, em média, 12 folhas e 4 perfilhos. A aplicacdo do herbicida foi
realizada com auxilio de um pulverizador costal a pressao constante (CO2), equipado
com quatro pontas de pulverizacdo do tipo TTJ60-11002 VP. O conjunto foi regulado
com 2.2 bar de pressdo para distribuir o equivalente a 200 L ha'! de calda. No
momento da aplicacéo, foram registrados os dados de temperatura (31°C), umidade

relativa do ar (83%), vento (2,5 km h'') e auséncia de nuvens.

2.3. Avaliacdes

2.3.1 Parametros de crescimento
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No dia da aplicacéo, foi realizada uma analise destrutiva para quantificacao de
area foliar. A area foliar foi mensurada em todas as folhas das plantas através de um
medidor eletrénico de area foliar, marca LICOR, modelo 3100.

Apos a aplicacdo do herbicida, avaliacbes de notas visuais de controle (ALAM,
1974) foram determinadas aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a aplicagdo (DAA). Em
seguida, aos 28 DAA, o material vegetal foi coletado para a determinacao da biomassa
seca da parte aérea e raiz. O material vegetal foi encaminhado para uma estufa de
secagem de circulacéo forcada por 76 horas a uma temperatura de 65°C.

Apébs a determinagdo da massa seca, o material foi triturado em micromoinho
Wiley utilizando-se uma peneira de 40 mesh para a determinacdo dos
macronutrientes. O nitrogénio total (Nwta) € 0 fésforo (P) foram determinados pelos
métodos semimicro Kjedahl e colorimétrico do &acido fosfovanadato-molibdico,
respectivamente (SARRUGE; HAAG, 1974). Na extracao de potassio (K), célcio (Ca)
e magnésio (Mg) foi utilizado o método descrito por Jorgensen (1977), por meio de
espectrofotometria de absorcdo atdmica. O enxofre (S) foi determinado pelo método
turbidimétrico, descrito por Vitti (1989).

Os tratamentos foram dispostos segundo esquema fatorial 2x2: duas condi¢cdes
de concentracdo de CO:2 (400 e 800 ppm) por dois bi6tipos de capim-amargoso
(resistente e suscetivel a glyphosate), avaliados em dois manejos (com e sem
glyphosate).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. As médias da porcentagem de controle
foram ajustadas pelo modelo de regresséo polinomial de segundo grau (y=ax?+bx+c),
onde Y refere-se a porcentagem de controle e x refere-se aos dias de avaliacéo.

2.3.2. Trocas gasosas foliares

Os parametros analisados foram: condutancia estomatica (gs; mol m?2 s 1), taxa
transpiratéria (E; mmol m?2 s 1), concentracgéo interna de COz (Ci; umol m=2 s 1) e taxa
fotossintética liquida expressa por area (A; umol m2 s 1). As trocas gasosas foram
mensuradas 72 horas apos a aplicacédo do herbicida, entre o periodo da manha e o

periodo da tarde, totalizando quatro avaliagdes: as 8, 10, 13 e 15 horas, por meio de
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um analisador de gases por infravermelho (IRGA) modelo Li 3000 (Portable
Photosynthesis System - LI) da LICOR. A densidade do fluxo de fétons mantida na
camara do IRGA foi fixada de acordo com o horario avaliado, com valores de 200,
700, 1500 e 1.000 umol m=2 s71, respectivamente, nas avaliacGes das 8, 10, 13 e 15
horas. Foram selecionadas duas folhas, uma na terco inferior e outra no tergo superior
das plantas, completamente expandidas e sem sinais de senescéncia.

Com os dados coletados pelo IRGA foram calculadas a eficiéncia intrinseca do
uso da agua (EiUA; umol mmol?') através da razdo A/gs (NOBEL, 2001) e a
eficiéncia instantanea da carboxilacdo atravées da razédo A/Ci (EiC).

Os tratamentos foram dispostos segundo esquema fatorial 2x2: duas condi¢gbes
de concentragdo de CO:2 (400 e 800 ppm) por dois biotipos de capim-amargoso
(resistente e suscetivel a glyphosate), avaliados em dois manejos (com e sem
glyphosate).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. As médias das andlises de trocas gasosas
foram ajustadas pelo modelo exponencial (y =exp(atb*x+c*x"2)), onde y corresponde
as variaveis de troca gasosa e x aos horarios avaliados. As analises de regressao

foram realizadas com auxilio do OringinPro 9.0°.

2.3.3. Pigmentos fotossintéticos, sistema antioxidante e peroxidacao lipidica

Os parametros analisados foram: a concentracdo de pigmentos fotossintéticos,
clorofila e carotenoides, a peroxidacdo de lipideos, que se baseia na determinacéo de
malonaldeido (MDA) e a atividade enzimatica das enzimas ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (GPX). Os
parametros foram avaliados 72 horas ap0s a aplicacdo do herbicida. Duas folhas de
cada repeticdo (exceto as senescentes) foram coletadas as 12:00 horas, e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para realizar, posteriormente, a
extracao e quantificacdo de pigmentos fotossintéticos, de enzimas e a peroxidacao de
lipideos.

Os tratamentos foram dispostos segundo esquema fatorial 2x2x2: duas

condicdes de concentracao de CO2 (400 e 800 ppm), dois bidtipos de capim-amargoso
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(resistente e suscetivel a glyphosate) e dois manejos (com e sem glyphosate). Os
dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5 % de probabilidade.

2.3.3.1. Concentragao de pigmentos fotossintéticos

A extracdo e quantificacdo de pigmentos fotossintéticos foram realizadas
segundo a metodologia proposta por Hendry e Price (1993), com algumas
modificagdes. Aproximadamente 200 mg, das folhas coletadas, foram macerados em
N2 liquido e homogeneizados em 5,0 mL de acetona 80%. A solucao foi transferida
para microtubos de 2 mL e centrifugada a 1.735 xg por trés minutos, para precipitacédo
das particulas grosseiras. Do sobrenadante, foi realizada a leitura das absorbancias
em trés comprimentos de onda distintos: 480, 645 e 663 nm no espectrofotdmetro
(modelo Spectronic Genesys 5.0). A partir dos valores de absorbancia, as
concentracdes de clorofila a, b, total (Chl a+b) e carotendides totais foram calculadas

utilizando-se as seguintes equacdes:

Clorofila a (mg/l)= 12,7 x A663 - 2,69 x A645

Clorofila b (mg/l): 22,9 x A 645 - 4,68 x A663

Clorofila total (mg/l): Clorofila a + clorofila b

Carotendides totais (umol g2): (A448+0,114 x A 663 - 0,638 x A645) x V x 10%)

112.5 x unidade de area ou massa

Onde:

A = Absorbancia

V = Volume do extrato (L)

As concentracdes das clorofilas (a, b e total), foram convertidas e expressas

em (umol g de massa seca).

2.3.3.2. Peroxidacéo de lipideos
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O nivel de peroxidagéo de lipidios de membrana nos tecidos foliares foi medido
através do conteudo de malondialdeido (MDA) determinado pela reacdo do acido
tiobarbitrico (TBA), segundo método descrito por Heath e Packer (1968) com
algumas modificacoes.

Amostras de 100 mg de folha foram maceradas com N2 liquido e
homogeneizadas em 2,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogenato
foi transferido para microtubos e centrifugado a 10.884 xg por 10 minutos a 4°C. Uma
aliquota de 500 pL do sobrenadante foi colocada em tubos de ensaio com tampa, e
adicionou-se 2,0 mL de TCA (20%) contendo &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,5%. A
mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos e resfriada em gelo para interromper a
reacdo. As amostras foram novamente centrifugadas a 10.884 xg por 10 minutos e a
absorbancia do sobrenadante a 532 e 600 nm foi determinada em espectrofotometro.
A concentragéo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
155 mM1cm? (HEATH; PACKER, 1968). A unidade do MDA foi nmol g de massa

Seca.

2.3.3.3. Extracgao e quantificagdo de enzimas

O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir de tecido foliar (1,0 g) macerado
com Nz liquido e homogeneizado com 10,0 mL de tampéo fosfato de potassio 100
mM, pH 7,5 contendo EDTA 1 mM, DTT 3 mM e 2% de PVP (m/v) (AZEVEDO et
al.,1998). O homogenato foi centrifugado a 17.000 xg por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e estocado em aliquotas em freezer a -20°C. A
concentracdo de proteinas totais de cada amostra foi determinada em

espectrofotometro a 595 nm, como descrito por Bradford (1976).
2.3.3.3.1. Quantificacédo da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
A atividade da SOD foi determinada de acordo com o0 método

espectrofotomeétrico, descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de reacao

continha tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, riboflavina 2
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UM, nitroblue tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM, e 100 pL de extrato enzimatico.
A producdo fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi monitorada pelo
incremento da absorbancia a 560 nm. A reacao foi realizada em tubos de ensaio a
25°C, dentro de uma camera de reacéo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente
de 15 W, mantida acesa por 15 minutos. Como controle, tubos com a mistura de
reagdo foram mantidos no escuro. Uma unidade de SOD foi definida como a
guantidade de enzima que inibe a fotorreducdo do NBT em 50% (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971).

2.3.3.3.2. Quantificagéo da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Azevedo et al. (1998). A mistura de reacao consistia
de 1,9 mL de tampé&o fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e H202 20 mM, preparada
imediatamente antes do uso. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 100 pL de extrato
enzimatico e a atividade determinada pela decomposicdo do H20: através do
decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 1 minuto (25°C). Os resultados foram
expressos em pmol mint mg?! proteina utilizando para os célculos o coeficiente de

extingdo molar 40,0 M cm-?, determinado para nossas condi¢cdes experimentais.

2.3.3.3.3. Quantificacdo da ascorbato peroxidase (APX, EC,1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada de acordo com o método de Nakano e
Asada (1981). Onde o meio reacional continha 1,9 mL de tampao fosfato de potassio
025 mM (pH 7,0) com 0,1mM de EDTA, 1mM de H202 e 5 mM de ascorbato. Todos
os reagentes foram preparados separadamente. O ascorbato altera o pH do tampéao
que deve ser corrigido para pH 7,0. O inicio da reacdo se deu pela adicdo de 100 pL
de extrato enzimatico e a atividade determinada em espectrofotdmetro monitorando a
degradacéo do ascorbato em 290 nm durante um minuto a 25°C. A atividade foi
expressa em pmol mint mg? proteina. Para os célculos utilizou-se o coeficiente de
extingdo molar 3051,4 M-lcm?, determinado para nossas condigdes experimentais. A

atividade da enzima Ascorbato Oxidase foi também monitorada para correcdo da
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oxidagao do ascorbato na auséncia de Hz20:2. Isto foi feito excluindo-se do meio de

reagéo o H20:.

2.3.3.3.4. Quantificacdo da Guaiacol Peroxidase (POD IlIl, EC 1.11.1.7)

A atividade das peroxidases ndo especifica foram determinadas segundo
Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reacéo
continha 1,0 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol
15mM e 1,0 mL de H202 3 mM. Apds a homogeneizacéo dessa solucgdo foi adicionado
50 uL de extrato. A oxidacdo do guaiacol (a tetraguaiacol) foi medida através do
aumento na absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em pumol min-t mg-
! proteina utilizando para os célculos o coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM* cm-
! (CHANCE; MAEHLY,1955).

3. RESULTADOS

3.1. Parametros de crescimento e de trocas gasosas

Na Tabela 16 esta disponivel o resumo da andlise de variancia em relagdo a

area foliar dos fatores concentracao de CO:2 e bidtipo.

Tabela 16. Andlise de variancia em relacédo a area foliar (cm?) e desdobramento da
interacdo dos fatores concentracdo de CO:2 (A) e biotipos (B).

Tratamentos Area foliar
F(A) 316,48*
F(B) 360,73**

F(AxB) 273,43
CV(%) 4,08

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

A area foliar do biétipo-R em 400 ppm foi de 904,3 cm? e do suscetivel de 840,3
cm?, o que ndo promoveu diferenca significativa entre eles. JA na concentracédo de
800 ppm, a diferenca entre os bidtipos foi acentuada (44%), onde o valor

correspondente da are foliar foi de 1550 cm? (resistente) e 873 cm? (suscetivel). Nota-
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se gque que o bidtipo-R desenvolveu mais &rea foliar quando as plantas cresceram em
800 ppm, onde o aumento foi de 41% (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Area foliar de biotipos resistente e suscetivel de capim-amargoso, no
manejo sem aplicacdo de glyphosate, sob duas concentracdes de CO:
atmosférico (400 e 800 ppm). Médias seguidas por diferentes letras diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Letras maiusculas
comparam as concentragfes de CO2, dentro do mesmo bidtipo e letras
minudsculas comparam os biotipos, dentro da mesma concentracéo de COs-.
Média * Erro padrao (n=6).

Com relacéo ao biétipo-R, entre o periodo de 7 e 28 DAA, o herbicida provocou
sintomas de intoxicagdo, 0s quais evoluiram durante o periodo de conducdo do
experimento, contudo estes sintomas néo diferiram entre as concentragdes de 400 e
800 ppm (Figura 9). As porcentagens do controle ao final do experimento, aos 28 DAA,
situou-se em torno de 50% (400 ppm) e 40% (800 ppm). Os sintomas observados,
durante o periodo de conducdo desse experimento, foram de folhas amareladas e
mecrose, e reducdo no crescimento. Contudo, ao final das avaliagdes, as plantas
estavam se recuperando dos sintomas iniciais.

Os niveis de controle para o bibtipo-S, aos 7 DAA, ndo diferiram entre os
tratamentos de 400 e 800 ppm. Contudo, aos 14 DAA, as plantas que cresceram em
ambiente com 800 ppm, apresentaram controle 35% superior em relacdo as que
cresceram em 400 ppm. Os sintomas evoluiram a partir dessa data e, aos 21 DAA, a
maioria das plantas ja estava morta. As porcentagens de controle aos 28 DAA, foi em

torno de 97% (400 ppm) e 99% (800 ppm) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem de controle (%) de biotipos resistente (R) e suscetivel (S) de
capim-amargoso avaliados aos 7,14,21 e 28 dias apds aplicacdo de
glyphosate sob duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 800 ppm).
Média * Erro padréo (n=6).
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Na Tabela 17 encontra-se o resumo da analise de variancia em relacao a
massa seca da parte aérea, raiz e total dos fatores concentracdo de CO: e bibtipo, no

manejo com e sem glyphosate.

Tabela 17. Andlise de variancia em relacdo a massa seca (g) da parte aérea, raiz e
total aos 28 DAA e desdobramento da interagdo dos fatores concentragao
de CO2 (A) e biotipos (B).

Tratamentos (?om glyphosate Sem gl;fphosate .

Parte aérea Raiz Total Parte aérea Raiz Total
F(A) 0,02ns 3,39" 0,997 48,34** 2,65"s  21,84**
F(B) 121,22** 15,60** 256,75**  45,06** 9,14*  55,61**
F(AxB) 5,65* 1,30 13,30** 0,98"s 3,01 0,09"
CV(%) 16,37 4221 11,11 5,39 22,03 5,51

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; * Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns- ndo
significativo.

Pelos resultados apresentados na Figura 10, pode ser observado que nos
tratamentos com aplicacdo de glyphosate a massa seca dos biotipos foi reduzida
acentuadamente. Além disso, o0 acumulo de massa seca total, em todos os

tratamentos, foi maior para o bidtipo-R quando comparado ao biétipo-S. Os valores
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da massa seca total produzida pelas plantas do biétipo-R foram 52% e 18% mais
elevados, respectivamente, nos manejos com glyphosate e sem glyphosate.

Analisando as diferencas entre as duas condicbes de CO2, na parte aérea, a
Unica diferenca observada foi no manejo sem glyphosate, onde o0s biotipos que
cresceram em 800 ppm produziram mais massa que em 400 ppm, com aumento em
torno de 15% (Figura 10).
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Figura 10. Massa seca da parte aérea, raiz e total de biotipos resistente (R) e
suscetivel (S) de capim-amargoso, no manejo com e sem glyphosate, sob
duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 800 ppm). Médias seguidas
por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Letras maiusculas comparam as concentracbes de COg,
dentro do mesmo bidtipo e letras minUsculas comparam os biétipos, dentro
da mesma concentragdo de CO2. Média * Erro padrao (n=6).

Nas raizes, sob aplicacdo de glyphosate, somente foi observado diferenca nas
plantas resistentes, onde a alocacdo de massa seca foi maior quando as plantas

cresceram em 400 ppm (32%). J& no manejo sem glyphosate, a Unica diferenca foi
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qgue a massa de raizes do biétipo-S foi 30% maior em ambiente com 400 ppm (Figura

6). Nota-se que o biétipo-S alocou mais massa para as raizes em detrimento da parte

aérea, em 400 ppm, enquanto em 800 ppm, ocorreu o inverso, o biétipo alocou mais

massa para parte aerea em detrimento das raizes (Figura 10).

Com relacdo aos valores dos nutrientes na parte aérea das plantas, as

diferencas observadas foram para o N e K (Tabela 18). Para o teor de N, a Unica

diferenca foi no manejo sem glyphosate, onde o teor deste nutriente foi 16% mais

elevado no biétipo-S. Quanto ao teor de K, foi observada interacdo nos dois manejos,

0s quais serao abordados na Figura 11.

Tabela 18. Teor de macronutrientes da parte aérea (g Kg™) dos biétipos resistente e

suscetivel de capim-amargoso sob duas concentragcbes de CO:2

atmosférico (400 e 800 ppm), no manejo com e sem glyphosate, aos 28

DAA.
Tratamentos Manejo com glyphosate

N P K Ca Mg S

[CO2]* (A)
400 24+0,2a 2+0,02a 26+0,6a 9+0,6a 5+0,1a 2zx0,1a
800 26+t1l2a 2+0,1a 27+1,1b 8+0,2a 5#0,2a 1+0,03a
Bidtipo (B)
Resistente 24+04a 2x0,1a 24+24b 10+l,1a 6%0,2a 2%0,1a
Suscetivel 25+09a 210,1a 29+16a 7x0,3a 4+0,2a 2x0,1a
F(A) 3,46" 0,09"s 0,35" 0,68" 0,20 1,27
F(B) 0,90"s 0,00"s 5,66* 4,348 3,79ms 0,01ns
F(AxB) 0,04ns 0,37"s 6,67* 0,94ns 0,56 0,54ns
CV (%)? 6,57 26,49 15,09 32,9 40 19,03
[CO2] (A) Manejo sem glyphosate
400 24 +t12a 2x06a 33+xl6a 7x0,6a 4+0,1la 1x0,1a
800 25+10a 2+0,1a 24+£1,1b 7x04a 4+0,2a 1%0,1a
Biotipo (B)
Resistente 22+1,7b 2x0,1a 26+16b 7+03a 4+02a 1#0,1a
Suscetivel 26+0,8a 2+0,1a 29+0,6a 7x04a 4+0,1a 2+0,1a
F(A) 0,01ns 0,19ns 472,51** 0,01 0,82ns 0,01ns
F(B) 9,34* 0,37"s 29,77** 0,00"s 0,107 1,56"
F(AxB) 0,00ns 0,01ns 6,31* 0,19m 3,18 0,08
CV (%) 9,18 50,63 3,99 28,98 24,44 65,55

1Concentracdo de CO2 em ppm. 2Coeficiente de variacdo das médias. Médias seguidas por diferentes
letras diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade ** Significativo a 1% de probabilidade,
pelo teste F; * Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns- ndo significativo.
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Com relacdo aos dados dos nutrientes nas raizes, destaca-se diferencas que
ocorreram somente entre os bibtipos para os nutrientes N, P, K e S, os quais foram
encontrados em maior teor no bi6tipo R, exceto o N, o qual foi 22% maior no biotipo-
S (Tabela 19). Além disso, houve interacéo dos fatores para o nutriente K, o qual sera

abordado a seguir na Figura 11.

Tabela 19. Teor de macronutrientes das raizes (g Kg') dos biétipos resistente e
suscetivel de capim-amargoso sob duas concentragcbes de CO:2
atmosférico (400 e 800 ppm), no manejo com e sem glyphosate, aos 28

DAA.
Tratamentos Manejo com glyphosate
P K Ca Mg S
[CO2]* (A)
400 19+1,3a 1+0,02a 11+04a 7x0,1la 2+0,1a 110,1a
800 17+08a 1+0,01a 10+0,8b 8+0,1a 3+0,1la 1+0la
Biotipo (B)

Resistente 20+05a 2+0,04a 11+09a 9+0,2a 3+0,1a 1,2%0,1a
Suscetivel 16+1,4b 1+0,08b 9 +03b 7+0,3a 2+0,1a 0,8+0,1b

F(A) 1,278 0,86" 1,20m 0,71m 0,00m 0,02"s
F(B) 8,92* 17,08** 10,61* 2,73™ 5,09 32,46**
F(AxB) 0,31" 1,54ns 7,44* 0,19 0,54" 0,43
CV (%)? 11,87 11,49 12,42 26,21 42,01 10,27
[CO2] (A) Manejo sem glyphosate

400 16 +09a 1x0,1a 11+05a 7+06a 2+0,1a 1%0,1a
800 16 +06a 1+0,1a 13+06a 7+#0,1a 2+0,1a 1+0,1a
Biotipo (B)

Resistente 14+0,6 b 1+0,1a 11+05a 7+0,1a 2+0,1a 1#0,1a
Suscetivel 18+0,8a 1+0,1a 14+04b 7+0,1a 2+0,1a 1+0,1a

F(A) 0,218  0,06" 3,31 1,08 1,89 0,041
F(B) 24,11%*  0,16™ 33,67 0,03 1,12 0,02
F(AXB) 0,218 0,01" 0,07 048" 0,72  2,33"
CV (%) 8,18 41,77 8,11 28,98 27,08 19,66

1Concentracdo de CO2 em ppm. 2Coeficiente de variacdo das médias. Médias seguidas por diferentes
letras diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade ** Significativo a 1% de probabilidade,
pelo teste F; * Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns- ndo significativo.

Analisando o contetdo de K, no manejo com glyphosate, na atmosfera com 400
ppm, o glyphosate pode ter afetado mais a concentragdo de K na parte aérea do
biétipo-R do que na sua raiz, enquanto no biotipo-S afetou mais a concentragéao de K

nas raizes do que na sua parte aérea (Figura 11). Isso pode ser observado pela
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reducdo que o glyphosate provocou nas diferentes partes avaliadas, onde na parte
aérea, o teor de K € 40% menor no biotipo-R do que no bidtipo-S, enquanto na raiz o
teor € 47% maior no bidtipo-R que no bidtipo-S.

A mesma correlacao pode ser observada quando se compara 0s manejos com
e sem glyphosate, em 400 ppm. Nota-se que o glyphosate reduziu o teor de K na parte
aérea do bidtipo-R, enquanto sua aplicagéo reduziu o teor de K na raiz do biétipo-S.

Quando as plantas dos dois biotipos cresceram em atmosfera com 800 ppm,
tanto no manejo com glyphosate quanto no manejo sem o herbicida, as concentracdes

de K na parte aérea e na raiz dos dois biétipos foram semelhantes (p>0,05).
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Figura 11. Teor de K na parte aérea e raiz dos biétipos resistente (R) e suscetivel (S)
de capim-amargoso no manejo com e sem glyphosate, sob duas
concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 800 ppm). Médias seguidas por
diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas comparam as concentracdes de CO2, dentro do mesmo
biétipo e letras mindsculas comparam os bi6tipos, dentro da mesma
concentragéo de CO2. Média * Erro padréao (n=6).

Quando se analisa o efeito do herbicida no valor de K, nota-se que o glyphosate
pode ter afetado o teor de K nas raizes dos dois biotipos, e entdo as plantas alocaram

esse nutriente para a parte aérea. A reducéo do teor de K nas raizes que receberam
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aplicacéo de glyphosate foi em torno de 30% em relagdo ao tratamento sem aplicagéo
(parametro ndo avaliado estatisticamente). Contudo, no manejo sem aplicacao de
glyphosate (auséncia de agente estressor), a concentracdo de K foi maior nas raizes,
com reducdao significativa na parte aérea das plantas (Figura 11).

Na Figura 12 estdo expostos os resultados das trocas gasosas dos biétipos
resistente e suscetivel de D. insularis, 72 horas ap0s a aplicacao de glyphosate. De
maneira geral, os valores de gs, E e A foram muito mais elevados nas plantas que nao
receberam aplicacédo de glyphosate, atingindo uma diferenca de 70% nos valores. Os
resultados de gs e E seguiram o mesmo padrao (crescimento ou queda) em quase
todos os tratamentos analisados.

Analisando os padrbes dos parametros gs e E, dentro do manejo com
glyphosate, pode ser observado que para o bi6tipo-R, 0s picos maximos obtidos pelas
variaveis gs e E, em 400 ppm, foram as 15 h, com valores de 0,04 mol m2s? e 0,96
mmol m s, respectivamente. Apds atingiram o pico maximo os valores comecam a
decrescer. De maneira contraria, em 800 ppm, o pico maximo atingido pelas duas
variaveis ocorreu as 13 h, com valores de 0,02 mol m?s? (gs) e 0,73 mmol m2s (E).
Esses resultados demostram que, a média dos valores obtidos pela gs foi 50% maior
em 400 ppm (p<0,05), enquanto para variavel E, a diferenca obtida né&o foi
significativa.

Com relacéo aos resultados dos parametros da gs e E para o bi6tipo-S (ainda
dentro do manejo com glyphosate), em 400 ppm, os valores da gs foram progressivos
até as 15 h (0,03 mol ms1), enquanto os valores da E atingiram seu ponto maximo
as 10 h (0,12 mmol m?s), o qual a partir desse horario, comeca a decrescer. Em 800
ppm, o pico maximo atingindo pela gs e E sédo as 13 h (0,02 mol m2s?; 1,1 mmol m=2
s1). Os resultados obtidos demonstraram que houve diferenca para as variaveis gs e
E entre as concentracbes de 400 ppm e 800 ppm, onde a variavel gs foi 30% maior
em 400 ppm (p<0,05) e a variavel E foi 90% maior em 800 ppm (p<0,05).

J&, no manejo sem aplicacdo de glyphosate, nas plantas resistentes, os valores
de gs e E foram crescentes até as 15 h (em 400 e 800 ppm), atingindo os valores
maximos de 0,14 mol m2s (gs) e 6,2 mmol m?s™(E) em 400 ppm e, de 0,12 mol m-
251 (gs) e 4,8 mmol m?s? (E) em 800 ppm. Esses resultados demonstraram que a

gs e E entre 400 e 800 ppm foram proximos. Com relacéo ao biétipo-S, os valores de
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gs e E atingiram o pico maximo até as 13 h, tanto em 400 ppm (0,22 mol m2?s?; 7,1
mmol m2?st) quanto em 800 ppm (0,17 mol m?st; 5,9 mmol m?s?) decrescendo as
15 h, o que permitiu observar que os valores dos parametros foram préximos entre
400 e 800 ppm (Figura 12).
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Figura 12. Condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracédo (E), interna de CO2 (Ci)
e fotossintese liquida (A) dos bittipos resistente (R) e suscetivel (S) de
capim-amargoso no manejo com e sem glyphosate, sob duas concentragdes
de CO2 (400 e 800 ppm). Média + Erro padrao (n=6).

A Unica diferenca observada, para gs e E, entre os biétipos, foi no manejo com
glyphosate quando as plantas cresceram em 400 ppm, onde o bi6tipo-R apresentou
25% mais condutancia que o biétipo-S (Figura 12).

Com relagéo ao resultado da fotossintese (A) e da concentracdo de carbono

interno (Ci), dentro do manejo com glyphosate, pode ser observado que com o
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aumento de A houve um decréscimo acentuado de Ci apds as 10h, para os dois
biétipos (nos dois manejos).

Quanto os valores maximos de fotossintese alcancados pelo biétipo-R, dentro
do manejo com glyphosate, 0s picos maximos de A foram: as 13 (6,2 mmol CO2 m
s1) em 400 ppm; e as 10 (8 mmol CO2 m2 s1) em 800 ppm, demonstrando que os
valores entre 400 ppm e 800 ppm foram semelhantes (p>0,05). Quantos aos valores
de Ci, o biotipo-R em 400 ppm apresentou concentracdo mais elevada nas duas
primeiras avaliacdes (8 e 10 h), contudo apds esse periodo os valores foram maiores
em 800 ppm (Figura 12).

Com relacéo ao bidtipo-S, ainda dentro do manejo com glyphosate, o0s picos
maximos alcancados pela A foram entre as 10 e 13h, tanto em 400 (1,7 mmol CO2 m"
2 s'1) quanto em 800 ppm (4 mmol CO2 m? s1), atingindo uma diferenca de 57%
quando as plantas cresceram em 800 ppm (p<0,05). O bibtipo-S, durante todo o
periodo de avaliagdo, alcancou 28% mais Ci em 800 ppm (Figura 8). Pode ser
observado entdo que os valores de Ci foram mais elevados quando as plantas
cresceram em 800 ppm (p<0,05).

Comparando os biétipos entre si, dentro do manejo com glyphosate, tanto A
qguanto Ci foram mais elevadas nas plantas resistentes, nas duas concentracdes de
COg, atingindo uma diferenca de quase 50%.

J4, nos tratamentos sem aplicacdo de glyphosate, os valores de A foram
maiores entre as 13 e 15 h, enquanto os valores de Ci diminuiram drasticamente
durante as duas Ultimas avaliagbes. Nota-se que os valores de A e Ci foram
semelhantes para os dois bibtipos (pico entre as 13 e 15 h), onde os valores
alcancados em 400 e 800 ppm foram, respectivamente, proximos de 30 e 40 mmol
CO2 m? st (A) e 55 e 190 mmol m2 s (Ci). Comparando as duas concentracdes
entre si, os valores de A e Ci foram, respectivamente, 25% e 70% maiores quando as
plantas cresceram em atmosfera com elevada concentracdo de CO2 (p<0,05).

Os parametros da regressdo estimados pela equacdo exponencial das
variaveis de trocas gasosas no manejo com e sem aplicagéo de bidtipos resistentes e

suscetiveis de D. insularis, estdo apresentados a seguir (Tabela 20).
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Tabela 20. Parametros da regressédo estimados pela equacdo exponencial, para a
resposta das variaveis de condutancia estomatica (gs; mol m2 s 1), taxa
transpiratéria (E; mmol m? s 1) e fotossintese liquida (A; umol m2 s 1),

[CO2] Parametros da equacao

Variavel (ppm) Bidtipo/Manejo A 5 C R?
RH 5,15 011 000 099
o 400 RT 2037 273 -010 099
SH 5,97 019 000 099
ST 2459 347  -013 099
RH 0,57 088  -003 099
o 200 RT 1218 151  -006 0,99
SH 10,46 116  -005 092
ST 2047 297 -012 0098
RH 7.36 083 002 0093
. 400 RT 2215 336 -012 099
SH 2568 372 -013 0095
ST 2793 437  -016 099
RH 1168 172 006 099
RT 1191 189  -007 099

E 800

SH 2832 526  -024 083
ST 20,73 345 -013 099
RH 1459 447 023 097
| RT 1174 423 -023 099
cl 400 SH -0,78 332 -017 087
ST 13,05 432  -023 099
RH 1157  -102 004 097
o 500 RT 8 46 027 000 099
SH 1125  -071 002 0095
ST 6.32 019  -002 097
RH 26,59 135  -005 0,71
. 200 RT 8.71 183  -007 0096
SH 3,54 075 -003 096
ST 8,44 178  -007 097
RH 24,30 103 -004 079
RT 8,50 180  -007 0,99
A 800 SH 8,56 177  -008 0098
ST 1057 210  -008 099

De maneira geral, a EiUA das plantas que conviveram em ambiente com 800
ppm foi significativamente mais elevada que em 400 ppm. Pode ser observado que

no tratamento com aplicacéo de glyphosate, a EiUA foi, em média, 30% mais elevada
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em 800 ppm (Figura 13). J4, na auséncia do herbicida, até as 10 h, a eficiéncia foi
maior em 400 ppm e, nos periodos mais quentes do dia (avalia¢cdes das 13 e 15 h),

tornou-se maior em 800 ppm.
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Figura 13. Eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) e eficiéncia instantanea da
carboxilacdo (EC) dos bidtipos resistente (R) e suscetivel (S) de capim-
amargoso, ho manejo com e sem glyphosate, sob duas concentracfes de
CO2 (400 e 800 ppm). Média + Erro padrao (n=6).

A EiUA nas plantas do biétipo-R também se mostrou mais elevada na maioria
dos tratamentos e nos horarios avaliados, com aumento em torno de 40%. No manejo
sem glyphosate, as Unicas excecdes foram as 8 h (em 400 ppm) e as 13 h (800 ppm),
onde os valores foram semelhantes. No manejo com a aplicagao de glyphosate, em
400 ppm, a unica diferenca ocorreu as 8h da manha, onde o bidtipo-R apresentou
maior eficiéncia. Ja na concentracdo de 800 ppm, a Unica excec¢do foi as 15 h, onde o
biétipo-S atinge 17% mais eficiéncia (Figura 13).

Quanto aos resultados de EC, de maneira geral, estes foram mais elevados
nas plantas que nao receberam aplicacéo de glyphosate, atingindo uma diferenca de
50% nos diferentes horarios avaliados (Figura 13). Ainda, neste manejo sem o

herbicida, comparando o efeito das duas concentragdes de CO2na EC, para o biotipo-
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R, a eficiéncia foi maior quando as plantas cresceram na concentragao de 400 ppm
(19%) (p<0,05), enquanto para o bibtipo-S, a EC foi maior quando cresceram em 800
ppm (42%). Com relacao as possiveis diferencas entre os biotipos, de maneira geral,
o resultado foi semelhante para ambos nos tratamentos analisados.

Pelos resultados de EC obtidos dentro do tratamento que recebeu aplicagao de
glyphosate, nota-se que, a EC foi mais elevada em 800 ppm no periodo da manh3,
entre as 8 e 12 h, e mais elevada em 400 ppm no periodo da tarde, apos as 13 h.
Entre os bibtipos, diferencas ocorreram a partir das 10 h e, de maneira geral, o biétipo-
R teve maior eficiéncia que o bidtipo-S, nas duas condi¢gdes de COa.

Os parametros da regressdo estimados pela equacdo exponencial das
variaveis de trocas gasosas no manejo com e sem aplicacédo de bidétipos resistentes e

suscetiveis de D. insularis, estdo apresentados a seguir (Tabela 21).

Tabela 21. Parametros da regressédo estimados pela equacao exponencial, para a
resposta das variaveis eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA: pmol
mmol?!) e eficiéncia instantanea da carboxilagdo (EC; mmol mol?!) dos
biétipos resistente (R) e suscetivel (S) de capim-amargoso no manejo com
(H) e sem (T) glyphosate, sob duas concentracbes de CO2 (400 e 800 ppm).

RH 587 183  -0,09 0.70
. RT 17.20 214 0,07 0,99
EiUA 400 SH -40.70 899  -044 0,99
ST -1.66 109  -0,06 0,82

RH 5.07 2026 001 0.95

. RT 2.80 0,03 000 0,96
EIUA 800 SH -1,59 083  -0,03 0,91
ST 11.20 2153 006 0,98

RH 13349 432 015 0.99

o 400 RT .47 51 6.65  -023 0,99
SH -16.31 163  -0,06 0,68

ST 4318 599  -021 0,99

RH 216,05 209  -008 0,99

RT -13.99 145  -0,03 0,99

EC 800 SH 2401 318  -0.13 0,99
ST -9.95 0.60 0,00 1.00

3.2. Pigmentos fotossintéticos, sistema antioxidante enzimatico e

peroxidacéo lipidica

3.2.1. Pigmentos fotossintéticos
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Na Tabela 22 encontra-se o resumo da andlise de variancia em relagdo aos
carotenoides e clorofila total dos fatores concentracdo de COz2, bi6tipo e manejo.

Tabela 22. Andlise de variancia em relacéo aos carotenoides (umol g* MS) e clorofila
total (Chl total: ymol g* MS) e desdobramento da interacdo dos fatores
concentracdo de CO:2 (A), bidtipos (B) e manejo (C).

Tratamentos Carotenoides Chl Total
F(A) 0,03 0,02"
F(B) 0,02"s 0,01"
F(C) 0,84 3,73™

F(AxB) 1,80M 1,58
F(AxC) 1,33 2,13
F(BxC) 5,76* 9,02**
F(AxBxC) 0,31" 0,75
CV(%) 27,98 26,49

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; * Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns- N&o
significativo.

O conteudo de carotenoides entre as concentracfes de CO2 ndo apresentou
diferenca em nenhum tratamento estudado (p>0,05) (Figura 14). Entre os biétipos, a
concentragéo de carotenoides diferiu somente no tratamento com glyphosate, onde
os valores em 400 e 800 ppm foram, respectivamente, 29% e 33% (p<0,05) mais
elevados no biétipo-R. Comparando o manejo do herbicida entre si, a Unica diferenca
observada foi no manejo onde foi aplicado o glyphosate. No tratamento com aplicacéo
de glyphosate as plantas do bi6tipo-R exibiu teores em torno de 19% (400 ppm) e 51%
(800 ppm), enquanto nas plantas do biétipo-S, a aplicacdo do herbicida reduziu os
valores a 24% (400 ppm).

Os niveis de clorofila entre as concentracdes de CO2 ndo apresentou diferenca
em nenhum tratamento estudado (p>0,05). Comparando os biétipos entre si, na
aplicacdo de glyphosate, os teores de clorofila no biétipo-R, assim como os de
carotenoides, também foram mais elevados que no biétipo-S, esse aumento foi de
36% (p<0,05) em 400 ppm. No tratamento sem herbicida, ndo houve diferenca
significativa entre os biotipos. Quanto as diferencas entre 0 manejo, a aplicacao do
herbicida ndo alterou os valores de clorofila nas plantas resistentes. Contudo, nas
plantas suscetiveis, a concentracdo da molécula foi 45% (p<0,01) e 17% (p>0,05)

menores no manejo com glyphosate, em 400 e 800 ppm, respectivamente (Figura 10).
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Nota-se que o glyphosate reduziu a concentracdo de carotenoides e clorofila
(27%) nas plantas suscetiveis, o que foi perceptivel visualmente, pelos sintomas
levemente amarelados ao 4° DAA. Este amarelecimento ndo foi observado nas

plantas resistentes até o 7 DAA.

4
Aa* Aa™ 18
3
— Aa* a*
Aa
— —
‘_g Aa* = 6 g
™ —F— Aa* Aa Aa*™ -
g Aa* >
E. | = . g
8 A + 3
3 1 g
2 L
g 1 ] — 2
0 T T T oL s 0
400 ppm 800 ppm 400 ppm 800 ppm
Concentragao de CO, Concentragio de CO,

I RHCCIRT I SH 2895 ST

Figura 14. Concentracado de carotenoides e de clorofila total (Chl total) dos bi6tipos
resistente (R) e suscetivel (S) de capim-amargoso, no manejo com (H) e
sem (T) glyphosate, sob duas concentracbes de CO2 (400 e 800 ppm).
Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Letras mailusculas comparam as concentracdes de
COg2, dentro do mesmo bidtipo e manejo. Letras minlsculas comparam o0s
biétipos, dentro do mesmo manejo e concentracdo de CO2. Asteriscos
comparam 0s manejos, dentro do mesmo biétipo e concentracdo de CO:
Média * Erro padréao (n=6).

3.2.2. Peroxidacéo lipidica e atividade enzimatica
Na Tabela 23 encontra-se o resumo da analise de variancia em relacdo a

concentracdo de malondialdeido e a atividade especifica das enzimas dos fatores

concentracéo de COg, bidtipo e manejo.
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Tabela 23. Andlise de variancia em relacdo a concentracdo de malondialdeido (MDA,
nmol g de massa seca) e a atividade especifica (U mg? proteina) das
enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superéxido
dismutase e guaiacol peroxidase (POD lll) e desdobramento da interacéo
dos fatores concentracdo de CO:2 (A), biétipos (B) e manejo (C).

Tratamento MDA CAT APX SOD GPX
F(A) 540,90** 16,14** 9,23** 0,03ms 0,03m
F(B) 88,53** 0,01ms 14,63** 22,52** 0,57m
F(C) 559,27** 2,68" 26,85** 7,77 19,45**

F(AxB) 395,55** 1,20 0,30" 0,46" 4,56*
F(AXC) 8,14** 0,70"s 16,56** 6,71" 0,32"
F(BxC) 115,67** 1,23 4,94** 2,04ns 0,52"s
F(AxBxC) 8,25** 0,01m 6,94* 2,50M 0,02"s
CV(%) 14,05 18,00 15,43 26,49 14

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; * Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns- Ndo
significativo.

De maneira geral, os niveis de MDA em ambiente com 800 ppm foram menores
gue em 400 ppm, nos manejos com e sem glyphosate (Figura 11). Na concentracéo
mais elevada de CO2, 800 ppm, a reducdo da peroxidacéo lipidica foi em torno de
33% (p<0,05) e 8% (p<0,05), respectivamente, para os biétipos resistente (nos dois
manejos) e suscetivel (manejo com glyphosate).

Comparando os bidtipos entre si, diferencas entre ambos ocorreram somente
em 800 ppm, onde os niveis de MDA para biétipo-R foram significativamente menores
que no biétipo-S. No manejo com aplicacao, a reducao foi de 35% (p<0,05), enquanto
no manejo sem glyphosate, a reducéo foi de 30% (p<0,05).

A aplicacdo de glyphosate nas plantas resistente e suscetivel, nas duas
concentracdes, promoveu em média 27% e 32%, respectivamente, mais peroxidacao

em relacdo ao manejo sem herbicida (Figura 11).
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Figura 11. Concentragdo de malondialdeido (MDA) dos biétipos resistente (R) e
suscetivel (S) de capim-amargoso, no manejo com (H) e sem (T)
glyphosate, sob duas concentragbes de COz (400 e 800 ppm). Médias
seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam as concentracdes de COzg,
dentro do mesmo bidtipo e manejo. Letras mindsculas comparam 0s
biétipos, dentro do mesmo manejo e concentracdo de CO2. Asteriscos
comparam 0s manejos, dentro do mesmo bidtipo e concentragéo de CO:
Média * Erro padréo (n=6).

Com relacdo ao efeito das concentragbes de CO:2 na atividade de APX, a
diferenca observada foi quando se aplicou o glyphosate, onde os valores foram 33%
(bibtipo-R) e 15% (bidtipo-S) mais elevados em 800 ppm (p<0,05) (Figura 12). Entre
os biétipos, de maneira geral, os valores da APX foram, em média, 23% mais elevados
nas plantas resistentes que nas suscetiveis (p<0,05), exceto no manejo com
glyphosate em 400 ppm. Entre os manejos, as plantas resistentes somente
apresentaram diferenca na concentracdo de 800 ppm, onde a atividade da APX foi
33% (p<0,05) maior quando foi aplicado herbicida. Para o biétipo-S, a aplicacdo de
glyphosate elevou os valores de APX, tanto em 400 ppm quanto em 800 ppm. O
aumento atingido foi de 27% e 36%, respectivamente.

A Unica diferenca encontrada para a atividade da CAT, foi entre as
concentragbes de CO2, quando o biotipo-S se desenvolveu em 800 ppm, onde a
atividade foi 36% e 20% mais elevada no manejo com e sem glyphosate,

respectivamente.
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Figura 12. Atividade especifica das enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT), superéxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD IIl) dos
biétipos resistente (R) e suscetivel (S) de capim-amargoso, no manejo com
(H) e sem (T) glyphosate, sob duas concentracées de CO2 (400 e 800 ppm).
Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam as concentracdes de
COg2, dentro do mesmo biotipo e manejo. Letras minusculas comparam 0s
biétipos, dentro do mesmo manejo e concentracdo de CO2. Asteriscos
comparam 0s manejos, dentro do mesmo biétipo e concentracdo de CO:
Média * Erro padréo (n=6).

Com relagdo a atividade da SOD, comparando as concentracfes de CO: entre
si, a unica diferenca observada foi no tratamento com aplicacdo de glyphosate no
biétipo-R, onde a atividade foi 13% maior no ambiente com 800 ppm. Quanto as
diferencas entre os bibtipos, as plantas resistentes tiveram uma atividade, em média,
18% superior nos dois manejos e nas duas concentracdes, exceto em 400 ppm no
manejo com aplicagéo (p>0,05). Além disso, o efeito do manejo na atividade da SOD
ocorreu somente quando as plantas dos dois bidtipos cresceram em 800 ppm, onde a

aplicacdo de glyphosate provocou um aumento de 16%, em média (Figura 12).
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As concentracdes de CO2 ndo produziram nenhuma alteragéo na atividade da
enzima GPX, e também ndo houve nenhuma diferencga entre os biétipos. Somente foi
observado diferencas quanto ao efeito do manejo, onde a aplicacdo de glyphosate
provocou um aumento de 16,5% (p<0,01) quando as plantas se desenvolveram em

800 ppm.

4. DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos para o controle dos bibtipos nas diferentes
concentracbes de CO2, pode ser observado que nao foi encontrado diferenca no
controle, do biétipo-R ao longo das avaliacdes, apesar do incremento em massa e da
atividade enzimética sob 800 ppm. Contudo, para o bio6tipo-S, a taxa do controle
proporcionado pelo herbicida foi maior em 800 ppm, e aos 21 DAA, as plantas ja
estavam mortas. No manejo quimico, maiores taxas de controle obtidas no inicio da
aplicacdo reduzem o potencial de crescimento das plantas daninhas, o que pode
reduzir a competicdo com a cultura.

Com relagdo ao maior crescimento do biotipo resistente sobre o suscetivel
observado neste trabalho, também ja foi relatado em outros trabalhos. Martins et al.
(2016) relataram que os bi6tipos resistentes apresentaram crescimento mais rapido e
uma taxa de assimilacdo (incremento de massa seca total em fungcéo da area foliar)
maior que o bibtipo suscetivel. A taxa de assimilagdo encontrada nas plantas
resistentes indica que o bibtipo € mais adaptado a altos niveis de irradiancia durante
0 estagio inicial de desenvolvimento devido a maior eficiéncia do sistema
fotossintético. Um trabalho conduzido por Barroso et al. (2015) evidenciou menor
distancia dos feixes vasculares para os bidtipos resistentes. Os autores relatam que
folhas com feixes préximos possuem menor resisténcia hidraulica e altas taxas
fotossintéticas, portanto, as taxas fotossintéticas mais altas em plantas resistentes
podem explicar seu desenvolvimento mais rapido em comparagao aos suscetiveis. Os
valores de fotossintese fornecem informacfes que podem ser relacionadas com a
eficiéncia do uso de recursos disponiveis no ambiente, como a eficiéncia no uso dos
nutrientes ou da agua (LARCHER, 2004).
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Ainda, com relagdo aos dados obtidos pela avaliagdo de massa seca, 0s dois
biotipos apresentaram uma resposta mais elevada no crescimento quando estes
estavam alocados em ambiente com 800 ppm, no manejo sem glyphosate. Trabalhos
na literatura relatam que o aumento da concentracdo de CO:2 atmosférico nao
provocaria mudancas na taxa de fixagédo de CO2, no crescimento e/ou na producao de
biomassa das plantas C4 (tolerantes ou ndo ao herbicida) que séo fotossinteticamente
saturadas ao nivel atual de [COz2], em condi¢des ideais (ZISKA; GEORGE, 2004,
AINSWORTH; LONG, 2005) ou que um aumento expressivo de A seria estimulado
por um efeito indireto resultante da interagdo do estresse hidrico com a reducao da gs
em niveis elevados de CO2 (LEAKEY et al., 2004; AINSWORTH; ROGERS, 2007).
Contudo, algumas espécies de plantas C4 tém respondido positivamente ao
incremento de area foliar e de biomassa, crescimento e/ou alteracdo da
susceptibilidade das plantas daninhas, sem restricdo da disponibilidade de recursos
do meio (MANEA; LEISHMAN; DOWNEY, 2011; ZHANG et al., 2015).

Essa sensibilidade das plantas a elevadas concentracdes de CO:2 ocorre
através do aumento de A e reducédo da gs (ROELFSEMA et al., 2006; YOUNG et al,
2006; AINSWORTH; ROGERS, 2007), fato este que foi observado neste trabalho.
Dois fatores podem contribuir para a reducéo da gs, um em curto prazo, em funcéo
da despolarizacdo do potencial da membrana das células guardas, provocando o
fechamento estomético e, outro em longo prazo, onde as diminuicdes em gs podem
ser causadas por alteracbes na densidade estomética ou no indice estomatico
(AINSWORTH; ROGERS, 2007).

As respostas positivas no crescimento das plantas daninhas C4 a elevada
concentracdo de CO2 também podem ser relacionadas a duas rotas principais, em
condi¢cBes tanto com e sem estresse hidrico. Em primeiro lugar, através do aumento
das taxas de assimilacdo de COz: foliar devido ao aumento da concentracéo de CO:
intercelular. Em segundo lugar, através da reducdo da condutancia estomatica e,
subsequentemente, das taxas de transpiracdo das folhas. Taxas de transpiracao
reduzidas podem estimular a assimilagdo de CO:2 pelas folhas e as taxas de
crescimento através da conservacdo da agua do solo, melhorando as relagdes da

agua na planta e aumentando a temperatura da folna (GHANNOUM et al., 2000).
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Na maior parte das avaliagdes, a EiUA foi mais elevada em ambiente com 800
ppm, principalmente nos horarios mais quentes do dia (13 e 15 h). Além disso, as
plantas resistentes atingiram valores mais elevados que as suscetiveis. A eficiéncia
mais elevada pode ser atingida através da condutancia estomatica mais baixa ou a
maior capacidade fotossintética ou uma combinacédo de ambos (TAMBUSSI; BORT;
ARAUS, 2007). Como ja foi citado anteriormente, a elevada concentracdo de CO:2
provoca o fechamento parcial dos estbmatos e, assim, diminui a transpiracdo das
folhas. A conservacdo da agua e o incremento da eficiéncia como resultado do
fechamento parcial dos estdmatos tém sido considerados como mecanismos que
contribuem para as respostas no crescimento positivo das plantas C4 a elevadas
concentragbes de CO2, provavelmente, o aumento da eficiéncia no uso da agua
parece ter maior importancia do que o aumento da fotossintese liquida por si sé
(DRAKE; GONZALES-MELER; LONG, 1997; ALLEN JR. et al., 2011).

Outro ponto observado neste trabalho foi que o aumento de A provocou queda
acentuada em Ci, ap6s as 10 h, onde os valores se tornam constantes, ao passo que
gs aumenta. Tal fato pode estar associado a maior taxa de consumo de CO2 em
relacéo ao influxo de CO: através do poro estomatico. Com a queda da concentracédo
de Ci ha um estimulo para que ocorra abertura dos estbmatos, 0 que provoca maior
influxo de CO2 para a cavidade subestomatica, gerando um equilibrio entre consumo
e entrada de CO2, mantendo Ci aproximadamente constante (MACHADO et al., 2005).

Os resultados observados para os teores de macronutrientes na parte aérea
das plantas mostram que o teor de K foi afetado pela aplicacdo de glyphosate e pela
concentracéo elevada de COq2. Alguns trabalhos tém relatado que as concentragdes
de nutrientes tendem a ser menores quando as plantas crescem em condicdes
elevadas de CO2 (PRIOR et al., 2008; TAUB; MILLER; ALLEN, 2008; MYERS et al.,
2014) e quando sao tratadas com aplicacdo de glyphosate (ZOBIOLE et al. 2012)

A maior parte dos trabalhos que avaliam a reducéo de nutrientes em atmosfera
elevada de CO2 tem estudado as mudancas no contetdo de N. Uma meta-analise
com 122 estudos relata que o teor de N total das folhas diminui (16%) em ambientes
com altas concentracdes de CO2 (ROBINSON et al., 2012). MCGRATH e LOBELL
(2013) sugerem que duas hipoteses (ndo testadas) estariam ligadas a reducdo no

valor dos nutrientes: (1) que a reducao da transpiracéo do dossel reduz o fluxo macigo
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de nutrientes para as raizes, reduzindo assim a absor¢éo de nutrientes (neste trabalho
foi observado a reducao da transpiracdo das plantas em ambiente com elevada
concentragéo de CO2) e (2) que as mudancgas nos processos fisiologicos podem afetar
diferencialmente as proteinas e seus constituintes minerais, alterando a alocacao e,
possivelmente, a demanda total de nutriente.

A presenca de carotenoides nas plantas suscetiveis, em relagéo as resistentes,
€ maior quando ndo ha manejo do herbicida (400 e 800 ppm). Contudo, apds a
aplicacdo do glyphosate essa taxa decresce, e 0s valores se tornam maiores nas
plantas resistentes. Esse aumento apds aplicacédo de glyphosate pode estar envolvido
com 0S mecanismos que envolvem a respostas de defesa das plantas. Alguns autores
relatam que as plantas quando expostas ao estresse oxidativo por metais pesados
apresentaram uma quantidade mais elevada de carotenoides nas folhas (GUPTA;
SRIVASTAVA; SARADHI, 2009; PINTO et al., 2011).

O sistema de defesa das plantas ocorre através de compostos enzimaticos e
nao-enzimaticos. As plantas mantém uma gama de variedade antioxidantes nao-
enzimaticos, de origem enddgena ou dietética, como acido ascérbico, glutationa
reduzida, flavonoides, carotenoides, vitaminas, minerais e compostos fendlicos
(MALLICK; MOHN, 2000; BARBOSA et al.,, 2010). Os carotenoides tém sido
associados a atividade antioxidante nas plantas contra as ERO e o estresse
fotoxidativo, pela capacidade de eliminar as EROS (SENGAR et al., 2008; RAMEL et
al., 2012).

A aplicacdo de glyphosate nas plantas suscetiveis também provocou uma
queda acentuada da concentracdo de clorofila total e aumento dos niveis de MDA. A
reducdo no teor de clorofila ja foi relatada por outros autores apés a aplicacdo do
herbicida, devido a degradacéo ou inibicdo da biossintese de clorofila (ZOBIOLE et
al., 2010; HUANG et al., 2012). O acido aminometilfosfonico (AMPA), principal
metabolito do glyphosate, pode ser um dos responsaveis pelos efeitos deletérios na
biossintese de clorofila, por mecanismos ainda desconhecidos (REDDY; RIMANDO,;
DUKE, 2004; GOMES et al, 2014). O decréscimo do conteudo de Mg nas folhas ap6s
aplicagéo do herbicida é outro fator que poderia interferir indiretamente na sintese de
clorofila e na taxa fotossintética (como foi observado acima, a aplicacao de glyphosate

causou reducdo da fotossintese nas plantas). Isso ocorre porque a incorporacdo de
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Mg por Mg-chelatase na estrutura de porfirina é um passo necesséario que leva a
sintese de moléculas de clorofila (ZOBIOLE et al., 2010; GOMES et al., 2014).

Além disso, as diferentes formulacdes de glyphosate também estao envolvidas
no aumento da producdo de anions superoxido e, consequentemente, no
desencadeamento de estresse oxidativo e das respostas antioxidantes (PEIXOTO,
2005), o que provavelmente € um efeito secundario do bloqueio do acido shiquimico
(GOMES et al.,, 2014). Quando as plantas estdo sob estresse oxidativo (fatores
abidticos) podem provocar perdas significativas de clorofila, prejudicando,
consequentemente, a fotossintese foliar (HUANG et al. 2005; NEVES et al., 2009).

De maneira geral, a peroxidacao lipidica foi mais intensa nos tratamentos que
receberam aplicacdo de glyphosate, independente do biétipo e da concentracdo de
COg, resultado este associado ao estresse oxidativo provocado pelo glyphosate, como
descrito acima. Apesar da peroxidacao lipidica alcancar valores semelhantes entre os
bi6étipos em ambiente com 400 ppm, foi observado que todas as enzimas das plantas
resistentes tiveram valores semelhantes entre os tratamentos com e sem glyphosate,
ao passo que a atividade da APX e da GPX nas plantas suscetiveis tiveram
incremento apés aplicacdo de glyphosate. Dessa forma, com a atuacao dessas duas
enzimas nas plantas suscetiveis, os niveis de MDA podem ter decrescido tornando-
se semelhantes aos niveis das plantas resistentes.

A peroxidacéao lipidica € a principal consequéncia do estresse oxidativo, sendo
considerada como um indicador indireto da acdo de espécies reativas de oxigénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). O MDA é o produto de decomposicdo de acidos
graxos polinsaturados de biomembranas (produto secundario da peroxidacao
lipidica), e seu aumento indica que as plantas estdo sob estresse antioxidante de alto
nivel (DRAPER; HADLEY, 1990). Trabalhos como o de Maroli et al. (2015) e Chiang
et al. (2008) demonstraram que os niveis de MDA foram maiores nas plantas
suscetiveis que nas resistentes a glyphosate de Amaranthus palmeri e a paraquat de
C. sumatrensis, respectivamente. Os autores relatam ainda que a eficiéncia na
degradacdo de EROS pelas plantas resistentes possa complementar a resisténcia de
biotipos R.

Os niveis de MDA apoés aplicacdo do glyphosate, tanto nas plantas

resistentes quanto nas suscetiveis, mantiveram-se menores em ambiente com 800
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ppm, ao passo que maior atividade enziméatica (APX, CAT e SOD) foi encontrada. Um
dos efeitos relatados em plantas sob elevada concentracdo de CO:2 é a reducéo do
estresse abidtico. Tal fato tem sido demonstrado pela reducdo do estresse oxidativo
celular (peroxidacédo lipidica) e pela reducdo das espécies reativas de oxigénio
(MISRA; CHEN, 2015). Os mecanismos que possivelmente estdo envolvidos nesse
processo podem ocorrer através do aumento do sistema antioxidante ou pelo
decréscimo da fotorrespiracéo (elevada atmosfera de CO2promove a carboxilacdo em
relacdo a oxigenacao da rubisco, reduzindo a producédo H202). Mais especificamente
com relacdo ao sistema antioxidante, o aumento da disponibilidade de C,
possivelmente resulta em maior oferta de moléculas antioxidantes. Contudo, nas
plantas C4, a fotorrespiracdo ndo € um processo muito ativo, e pode ocorrer a reducao
das EROS pela elevada concentragédo de CO2 sem alteragdo no sistema antioxidante.
Isto pode sugerir que, outros processos nao estomaticos além das defesas
antioxidantes e fotorespiracdo, contribuem para a mitigagdo do estresse
(ABDELGAWAD et al., 2016), incluindo mudancas metabdlicas.

Vale ressaltar que, na concentracéo de 800 ppm, a queda dos niveis de MDA
foi muito mais intensa e significativa nas plantas resistentes (30%), da mesma forma
que a atividade da APX e SOD foram mais elevadas (16%) que nas suscetiveis, 0 que
pode significar um efeito positivo do aumento do CO2 no desempenho do sistema
antioxidante das resistentes na reducdo do dano oxidativo nessas plantas. A APX
parece desempenhar um papel importante na reducdo da peroxidacdo lipidica nas
plantas resistentes de A. palmeri (CHIANG et al., 2008). Além disso, alguns trabalhos
tém reportado aumento da atividade da APX e da SOD apds aplicacdo de glyphosate
em plantas tolerantes ou nao, indicando que as formula¢cdes induzem o estresse
oxidativo (AHSAN et al., 2008; ROMERO; MOLINA; JUAREZ, 2011).

Nesse contexto, pelo fato do bidtipo resistente produzir mais massa e
apresentar um sistema antioxidante mais eficiente em ambiente com elevada
concentracéo de COz2, € fundamental que o controle dessas plantas seja realizado em
estagios iniciais de crescimento para limitar o desenvolvimento da planta e,
consequentemente, a formacao de rizomas e producédo de sementes, a fim de evitar

a competicdo da planta daninha com a cultura. Caso contrario, a adocéo tardia do
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manejo dessas plantas seré ainda mais dificultada pelo fato dessas plantas crescerem

mais em ambiente com concentragcdo mais elevada de COa.

5. Concluséao

Em atmosfera com 800 ppm, as taxas mais elevadas de fotossintese ou da
eficiéncia do uso da agua nos bibtipos de capim-amargoso resistente e suscetivel ao
glyphosate sugerem que o maior crescimento observado das plantas pode estar
relacionado a estes fatores.

O maior crescimento dos bidtipos nao refletiu na eficiéncia de controle, portanto,
as doses do herbicida glyphosate ndo necessitam ser ajustadas para o controle de
capim-amargoso resistente e suscetivel sob concentracdes de 800 ppm.

Em ambiente com 800 ppm, o aumento das atividades das enzimas CAT e SOD,
e da concentracao de carotenoides no biotipo resistente indicam que o ambiente com
concentracédo de CO2 mais eleavada pode favorecer o sistema de defesa enzimatico

e ndo-enzimatico desse biotipo.
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