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INTERFERENCIA DE Digitaria insularis EM Coffea arabica E RESPOSTAS DESTAS
ESPECIES AO GLYPHOSATE

RESUMO - O capim-amargoso (Digitaria insularis) € uma importante planta daninha na
cultura do café, onde pode estar sendo selecionada devido a aplicacdo frequente de
glyphosate. Os objetivos foram (i) estudar os efeitos da convivéncia do capim-amargoso
sobre o processo fotossintético, a nutrigdo mineral e o crescimento inicial do cafeeiro;
(i) estudar os efeitos da aplicacdo de glyphosate sobre o processo fotossintético, a
nutricdo mineral e o crescimento inicial de plantas jovens de café; e (iii) detectar a
resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate e investigar mecanismos de resisténcia
da planta daninha ao herbicida. Os experimentos com plantas de café foram realizados
na Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP, enquanto aqueles
sobre resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate foram desenvolvidos na
Universidad de Cérdoba, Espanha. Os tratamentos para o experimento de convivéncia
constituiram-se de densidades crescentes de capim-amargoso convivendo com uma
planta de café. Foram avaliadas caracteristicas fotossintéticas e de crescimento, teores
e acumulos de macronutrientes. Os tratamentos para os experimentos de aplicagéo de
glyphosate em cafeeiro constituiram-se de doses crescentes do herbicida, além de
estadio da planta na aplicacao e época de avaliacdo. Foram avaliadas caracteristicas
fotossintéticas e de crescimento e teores de macronutrientes. Nos estudos de
resisténcia, os tratamentos constituiram-se de biétipos de capim-amargoso, doses
crescentes de glyphosate, partes da planta e época de avaliacdo. Foram avaliados
massa fresca e seca, concentracdo de acido chiquimico, angulo de contato, retengéao
foliar, absorcdo, translocacdo e metabolismo do glyphosate. A taxa fotossintética da
unidade foliar pouco foi influenciada pela convivéncia com capim-amargoso, porém o
processo fotossintético global do cafeeiro foi reduzido, influenciando assim no
crescimento inicial da cultura. A nutricdo mineral do cafeeiro foi afetada negativamente
pela convivéncia com capim-amargoso, influenciando no crescimento inicial da cultura.

O crescimento inicial do cafeeiro foi reduzido em virtude da convivéncia com capim-



amargoso. A densidade critica para interferéncia de capim-amargoso em cafeeiro foi de
uma planta por cova. O processo fotossintético do cafeeiro, no geral, foi estimulado com
a aplicacao de sub-doses de glyphosate e reduzido em doses mais altas, ao menos até
duas semanas depois da aplicagdo. O efeito estimulante sobre a fotossintese foi
dependente do estadio da planta no momento da aplicagdo. Os teores de fésforo,
magnésio e enxofre foram reduzidos em funcédo da aplicacdo de doses crescentes de
glyphosate. O efeito da aplicacdo do glyphosate sobre a nutricdo mineral do cafeeiro foi
pouco influenciado pelo estadio da planta no momento da aplicacdo. A resposta do
crescimento inicial de plantas de café a aplicacdo de glyphosate foi dependente do
estadio da planta no momento da aplicagdo. Plantas mais jovens ndo apresentaram
estimulo no crescimento inicial quando expostas a sub-doses de glyphosate; porém,
quando a aplicacao foi feita em estadio mais avancado, houve estimulo do crescimento.
Foi detectado biotipo de capim-amargoso resistente ao herbicida glyphosate por meio
dos experimentos de dose-resposta e acumulo de &cido chiquimico. Nao houve relacao
da retencao foliar e do angulo de contato com a resisténcia de capim-amargoso ao
herbicida glyphosate. A absorcdo é mecanismo indireto de resisténcia do capim-
amargoso ao herbicida glyphosate. A translocacdo é mecanismo de resisténcia de
capim-amargoso ao herbicida glyphosate. O metabolismo € mecanismo de resisténcia
do capim-amargoso ao glyphosate.

Palavras-chave: Café; planta daninha; competicao; herbicida; resisténcia.



INTERFERENCE OF Digitaria insularis ON Coffea arabica AND RESPONSES OF
THESE SPECIES TO GLYPHOSATE

SUMMARY - Sourgrass (Digitaria insularis) is an important weed in coffee plantations,
where this species may be selected due to frequent glyphosate applications. The
objectives were (i) to study the effects of sourgrass coexistence with coffee plants on
crop photosynthetic process, mineral nutrition, and initial growth; (ii) to study the effects
of glyphosate application on photosynthetic process, mineral nutrition, and initial growth
of young coffee plants; and (iii) to detect sougrass resistance to glyphosate and to
investigate mechanisms of herbicide resistance in this species. The experiments with
coffee plants were carried out in the Sdo Paulo State University, Jaboticabal, SP, while
those ones on sougrass resistance to glyphosate were conducted in the University of
Cérdoba, Spain. Treatments for coexistence experiment were constituted by increased
sourgrass density growing with one coffee plant. Photosynthetic and growth
characteristics as well as rate and accumulation of macronutrients were evaluated.
Treatments for experiments of glyphosate application on coffee plants were constituted
by increased herbicide rates, plant growth stage in the time of exposure, and evaluation
time. Photosynthetic and growth characteristics as well as rate of macronutrients were
evaluated. For resistance studies, treatments were constituted by sourgrass biotypes,
increased glyphosate rates, plant parts, and evaluation time. Fresh and dry mass,
shikimic acid accumulation, contact angle, foliar retention, absorption, translocation, and
metabolism of glyphosate were evaluated. Coffee leaf photosynthetic net was a little
affected by coexistence with sourgrass, however global photosynthetic process was
reduced, influencing on initial crop growth. Coffee mineral nutrition was negatively
affected by coexistence with sourgrass, and thereby influencing on initial crop growth.
Coffee initial growth was reduced due to coexistence with sourgrass. Critical density to
sourgrass interference on coffee plantation was just one plant per hole. In general,
coffee photosynthetic process was stimulated by application of sub-lethal rates of

glyphosate, being reduced at high rates, at least until two weeks after application.



Vi

Stimulation effect on photosynthesis net was dependent of plant growth stage in the
time of herbicide application. Rates of phosphorus, magnesium, and sulfur were
reduced in function of application of increased glyphosate rates. The effect of
glyphosate application on coffee mineral nutrition was a little influenced by plant growth
stage in the time of herbicide application. Coffee initial growth response to glyphosate
application was dependent of plant growth stage in the time of herbicide application.
Younger coffee plants did not show initial growth stimulation when were exposed to
glyphosate sub-lethal rates, however there was growth stimulation when herbicide was
applied at more advanced crop stage. Sourgrass biotype resistant to glyphosate was
detected by dose-response and shimikic acid accumulation experiments. Foliar retention
and contact angle were not in relation with sourgrass resistance to glyphosate herbicide.
Absorption was found as an indirect mechanism of glyphosate resistance in sourgrass
species. Translocation was found as a mechanism of glyphosate resistance in
sourgrass. Glyphosate metabolism could play an important role in sourgrass resistant to
this herbicide.

Key-words: Coffee; weed; competition; herbicide; resistance.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

A agricultura é, histérica e definitivamente, a base principal da economia do
Brasil. Dentre as culturas de maior interesse econémico, pode-se destacar a do café.
Porém, como toda cultura agricola, o cafeeiro pode ser influenciado negativamente pela
presenca de plantas daninhas que crescem e se desenvolvem no mesmo ambiente.
Para o controle dessas plantas, a estratégia mais utilizada tem sido a aplicacdo de
herbicidas. Todavia, o uso inadequado desses produtos pode acarretar injarias a cultura

ou mesmo o desenvolvimento de resisténcia das plantas daninhas.
A cultura do café

O cafeeiro (Coffea spp.) pertence a familia botanica Rubiaceae e é originario do
continente africano (LEMES, 2005). O género Coffea compreende mais de cem
espécies descritas, dentre as quais se destaca Coffea arabica L., considerada o padrao
de qualidade na avaliagdo da bebida do café (LUNZ, 2006). Esta é uma das espécies
com maior expressdao econdémica no mercado internacional, representando cerca de
70% da produgao mundial do grao e 80% do café cultivado. Dentre as diversas
cultivares existentes para esta espécie de cafeeiro, destaca-se a Catuai Vermelho
devido a ampla capacidade de adaptacao e a alta produtividade, além da facilidade na
colheita e nos tratamentos fitossanitarios possibilitados em virtude da baixa estatura
das plantas (PERRONE et al., 2008).

O café é uma planta arbustiva, de folhas opostas e elipticas (ABIC, 2010). As
flores sdo pequenas, brancas ou bicolores, dependendo da espécie. Os frutos sao
geralmente vermelhos quando maduros, assemelhando-se a um rubi, e apresentam
duas sementes. O café é uma planta de ciclo fotossintético C3, originario de ambiente
sombreado (BRAUM et al., 2007). Apresenta baixa irradiancia de saturagcdo, uma
adaptacao fisiolégica da planta ao ambiente de luz. Em funcédo disto, a eficiéncia no

crescimento e no desenvolvimento do cafeeiro pode estar relacionada com a habilidade



de adaptacdo das plantas e as condi¢cdes de intensidade luminosa do ambiente
(ENGEL, 1989; FAHL; CARELLI, 1994; BRAUM et al., 2007).

O cafeeiro foi introduzido no Brasil em 1727, no Estado do Para, oriundo da
Guiana Francesa (MATIELLO et al., 2002; ABIC, 2010). Rapidamente, o cultivo de café
espalhou-se pelos Estados de Maranhdo, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao
Paulo e Parana (ABIC, 2010). Devido a condi¢cbes climaticas muito favoraveis ao
desenvolvimento da planta, o cafeeiro comegou a ser produzido no Vale do Rio
Paraiba, iniciando, assim, em 1825, um novo ciclo econémico no pais. Por quase um
século, o café foi a principal riqueza brasileira, e as divisas geradas pela economia
cafeeira aceleraram o desenvolvimento do pais € o0 inseriram nas relagcdes
internacionais de comércio. Porém, ap6s essa época aurea, houve um longo periodo de
crise na cafeicultura brasileira. Mas, atualmente, o café voltou a ser uma cultura de
grande importancia econdmica para o pais.

Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café (FAULIN, 2010). A area
cultivada, no pais, totaliza 2,3 milhdes de hectares, sendo que a previsao atual para a
producdo nacional de café beneficiado indica 47,2 milhdes de sacas de 60 quilos
(CONAB, 2010). O resultado representa um acréscimo de 19,6% ou 7,7 milhdes de
sacas, quando comparado com a produgao de 39,5 milhdes de sacas obtidas na safra
2009. Com previsao de producao de 24,7 milhdes de sacas de café beneficiado, o
Estado de Minas Gerais € o maior produtor do pais, representando 52,3% do café
produzido, seguido por Espirito Santo e Sdo Paulo, com produgcdo de 10,1 milhdes

(21,3%) e 4,6 milhdes de sacas (9,7%), respectivamente.

A planta daninha capim-amargoso

O capim-amargoso [Digitaria insularis (L.) Fedde] é planta daninha nativa de
regides tropicais e sub-tropicais do Continente Americano (KISSMANN, 1997;
LORENZI, 2000). Esta planta pode ser encontrada em todas as regides brasileiras,
tanto em areas agricolas (cultivos anuais e perenes) quanto em areas nao-agricolas

(terrenos baldios e areas adjacentes a rodovias). H4 também ocorréncia de capim-



amargoso em areas agricolas em paises da América do Sul (Argentina, Paraguai e
Uruguai), América Central (Porto Rico) e América do Norte (EUA).

No Brasil, o capim-amargoso tem se tornado dominante em lavouras de café
(MACHADO et al.,, 2006), como foi observado pelos autores Costa et al. (2001),
Rodrigues et al. (2003), Dias et al. (2008) e Lemes et al. (2010). Tal fato pode gerar
muitos problemas aos cafeicultores brasileiros devido a falta de informagdes a respeito
da interferéncia desta planta no cafeeiro e das possiveis estratégias de controle a
serem utilizadas.

O capim-amargoso é uma planta daninha de ciclo fotossintético C4 (KISSMANN,
1997), cujo aproveitamento da luz solar e resposta fotossintética sdo maiores em
condi¢cdes ambientais de alta irradiancia e temperatura elevada (TAIZ; ZEIGER, 2006).
A espécie é caracterizada por plantas perenes, com reproducdo por rizomas e
sementes (KISSMANN, 1997). Apresenta alto potencial de infestacdo por apresentar
pequenas sementes pilosas, que podem ser carregadas facilmente pelo vento a longas
distancias, com alto poder germinativo. Além disso, as plantas desenvolvem-se bem em
solos com alta ou baixa fertilidade, reproduzindo o ano todo. Morfologicamente, a
espécie ainda pode ser caracterizada por apresentar colmos cilindricos e entrenés
longos. Os rizomas séo curtos e ramificados. As folhas apresentam bainha longa e
pilosa, com ligula membranacea. As laminas foliares sao lineares e acuminadas; as
paniculas sdo grandes com longas hastes. As espiguetas sdo lanceoladas a estreito-
ovaladas com longos pélos sedosos.

A interferéncia das plantas daninhas

As plantas daninhas que convivem com as culturas agricolas podem competir
diretamente por recursos limitados do meio, como agua, luz, nutrientes e espaco
(BLEASDALE, 1960; BLANCO, 1972; PITELLI, 1985; RADOSEVICH et al., 1997;
ZIMDAHL, 2004). Além disso, essas plantas podem utilizar-se de outros processos
biolégicos, como a alelopatia (RICE, 1974; PUTNAM; TANG, 1986; ALMEIDA, 1988;
DUKE et al., 2007) e o parasitismo (BEBAWI; FARAH, 1981; KROSCHEL, 2001), para



influenciar negativamente nas culturas. Aliada a esses processos, a alelomediacao
também pode constituir um fator de influéncia negativa sobre as culturas (PUTNAM;
TANG, 1986; ALMEIDA, 1988).

A competicdo pode ser definida como a reducdo na disponibilidade de agua, luz,
nutrientes e/ou espaco para a cultura de interesse, em decorréncia da convivéncia com
plantas daninhas em ambientes com recursos limitados. De acordo com Davies (1987),
as plantas daninhas diminuem a disponibilidade de agua no solo, aumentando a
evapotranspiracao, além de interceptarem parte da chuva, retendo-a acima da
superficie do solo, perdendo-se por evaporacdo ou ficando retida no mesdéfilo foliar.
Segundo Pitelli (1985), apesar de a luz ser um recurso inesgotavel, portanto, a primeira
vista, ndo passivel de competicao, o crescimento inicial diferenciado entre plantas pode
permitir com que uma das espécies competidoras impeca que a outra tenha acesso a
este recurso devido ao sombreamento. De acordo com Pitelli e Marchi (1991), em
muitas situacdes, os teores de nutrientes nas culturas sdo pouco alterados devido a
competicdo com as plantas daninhas; porém, deve considerar-se que a quantidade de
nutrientes absorvida pela cultura é bastante reduzida, reflexo do menor acumulo de
biomassa.

A alelopatia, de maneira geral, pode ser definida como efeitos detrimentais (ou
mesmo positivos) de plantas de uma espécie sobre outras plantas da mesma ou de
outras espécies por meio da liberagcdo de substancias quimicas no ambiente. O
parasitismo pode ser definido como um efeito negativo causado por uma planta que se
beneficia da outra por meio da suc¢édo de sua seiva organica. A alelomediacao, por sua
vez, pode ser definida como a modificagdo do ambiente fisico ou biolégico com reflexo
nos seres vizinhos. No caso especifico do capim-amargoso, ndo ha relatos na literatura
a respeito de efeito alelopatico e/ou efeito alelomediador da planta, tampouco
parasitico.

O conjunto de acbes negativas causadas pela presengca de plantas daninhas,
denominado de interferéncia, € um dos fatores mais importantes na limitacdo da
produtividade e da qualidade do produto das culturas agricolas (PITELLI, 1985). O grau

da interferéncia imposta pelas plantas daninhas sobre as culturas de interesse agricola



é definido por diversos fatores, que inicialmente foram esquematizados por Bleasdale
(1960), com posterior modificacdo de Blanco (1972) e adaptacédo de Pitelli (1985). O
grau de interferéncia depende de fatores ligados a cultura (cultivar, espacamento e
densidade de semeadura), a comunidade de plantas daninhas (composig¢ao especifica,
densidade e distribuigcdo), ao ambiente (solo, clima e manejo cultural) e a época e
extensdo do periodo em que cultura e comunidade infestante convivem no mesmo
ambiente.

O uso de cultivares com crescimento inicial mais rapido, espacamentos mais
estreitos e densidades mais altas de semeadura podem dar vantagem competitiva para
as culturas em relacdo as plantas daninhas. Em contrapartida, uma comunidade
infestante com plantas mais competitivas, em maior densidade e distribuidas por toda a
area de producao tende a afetar mais a produtividade das culturas. Além disso, as
condi¢cdes ambientais sdo fundamentais nas relagdes de interferéncia entre culturas e
plantas daninhas, sendo que o plantio de culturas em épocas adequadas também pode
dar vantagem competitiva a cultura. Contudo, é evidente que sempre havera plantas
daninhas nas areas produtivas, em maior ou menor diversidade e/ou riqueza. Assim,
independentemente se a comunidade infestante € mais ou menos competitiva, a
convivéncia com a cultura durante o periodo critico de interferéncia pode acarretar
reducao de producao, desde que a densidade critica para interferéncia seja alcancada.

Dentre os fatores que afetam o grau de interferéncia, um dos mais importantes é
a densidade de ocorréncia das plantas daninhas (JOLLIFFE et al., 1984; COUSENS,
1991; RADOSEVICH et al., 1997; ZIMDAHL, 2004; RONCHI; SILVA, 2006; SILVA et al.,
2009). A densidade de infestagdo pode definir o crescimento de uma comunidade
infestante, ou seja, 0 acumulo de biomassa da comunidade esta estreitamente ligado a
densidade de plantas daninhas. Atingindo a densidade critica, 0 acumulo de biomassa
da comunidade infestante é limitado, e, com isso, pode limitar também sua capacidade
competitiva em decorréncia de uma maior interferéncia entre os individuos da
comunidade.

Ha poucas informacdes referentes ao efeito da densidade de plantas daninhas

sobre a cultura do café descritas na literatura. Segundo Oliveira et al. (2005),



Commelina spp. interferem no crescimento das mudas de café, retardando o
desenvolvimento do didmetro do caule e da altura de plantas, além de reduzir o nimero
de folhas e a massa seca aérea e radicular do cafeeiro. Ronchi e Silva (2006) também
observaram reducédo no didmetro do caule de plantas jovens de café com o aumento da
densidade de Bidens pilosa L., Leonurus siribicus L. e Richardia brasiliensis (Moq.)
Gomez; ainda foram observadas reduc¢des na altura de plantas e no numero de folhas
com o aumento na densidade de B. pilosa e Commelina diffusa Burm. f.; também foi
verificada diminuicdo na massa seca da parte aérea com o aumento na densidade de
C. diffusa, L. siribicus e R. brasiliensis.

Dias et al. (2005) observaram redug6es no numero de folhas, na area foliar e na
massa seca das folhas do cafeeiro a medida que foi aumentada a densidade de
convivéncia de Brachiaria decumbens Staff. com a cultura do café. Além disso,
Marcolini et al. (2009) encontraram relacao significativa do aumento na densidade e na
distancia das plantas de B. decumbens em relagdo as de café, com reducdes na area
foliar e na massa seca do caule e das folhas da cultura. Dias et al. (2004) também
verificaram redug¢des no numero de folhas, na area foliar e na massa seca das folhas,
além de diminuicdo na massa seca do caule, na medida em que o periodo de
convivéncia entre Commelina benghalensis L. e plantas de café foi aumentado.

Observou-se, também, que B. pilosa, C. diffusa, L. sibiricus e R. brasiliensis,
mesmo em baixas densidades, acarretaram decréscimo consideraveis no acumulo de
macro e micronutrientes por plantas de café quando crescem em convivéncia com a
cultura (RONCHI et al., 2003). Além disso, Ronchi et al. (2007) verificaram que a
concentracao de nutrientes no sistema radicular do cafeeiro foi reduzida com o aumento
na densidade de plantas daninhas, cuja intensidade foi dependente da espécie e do
nutriente analisado. Com isso, o cafeeiro teria seu crescimento inicial reduzido,
retardando o estabelecimento da cultura e 0 tempo necessario para atingir a maturidade
do grédo (RONCHI et al., 2007). Como consequéncia final da interferéncia de plantas
daninhas no cafeeiro ocorrem reduc¢des de produtividade, como observado por Blanco
et al. (1982), Friessleben et al. (1991), Alcantara e Ferreira (2000), Alcantara et al.
(2007), Dias et al. (2008) e Lemes et al. (2010).



O herbicida glyphosate

O Jglyphosate [N-(fosfonometil) glicina] € um dos principais herbicidas
comercializados no mundo, destacando-se em virtude da capacidade em controlar uma
grande variedade de espécies vegetais anuais e perenes, além de apresentar rapida
ligagéo as particulas do solo e biodegradacao, bem como baixa toxicidade a mamiferos,
aves e peixes (NEUMANN et al., 2006; PLINE-SRNIC, 2006; AHSAN et al., 2008;
PRESTON; WAKELIN, 2008). Contudo, devido ao amplo espectro de acao do herbicida
glyphosate, o uso desse produto para o controle de plantas daninhas em lavouras
agricolas pode acarretar alguns problemas ao desenvolvimento das culturas agricolas,
caso a aplicagao nao seja direcionada adequadamente para atingir somente as plantas
daninhas.

O mecanismo de acao do herbicida glyphosate é atribuido a inibicdo da enzima
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (SPURRIER, 1973; GROSSBARD;
ATKINSON, 1985; FRANZ et al., 1997), que catalisa a reacdo na qual chiquimato-3-
fosfato (S3P) reage com fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato (EPSP) e fosforo inorganico (Pi) (GEIGER; FUCHS, 2002; KOGER et al., 2005;
MARIA et al., 2005; MOLDES et al., 2008; REDDY et al., 2008). Essa reacdo ocorre em
duas etapas, iniciando pela ligacao da enzima EPSPs ao S3P, formando o complexo
EPSPs-S3P; em seguida, o PEP liga-se a esse complexo, permitindo o prosseguimento
da reacdo, finalizando com a producao de EPSP; quando a planta é exposta ao produto
herbicida, o glyphosate nao ird se ligar a enzima EPSPs livre, mas sim ao complexo
EPSPs-S3P, impedindo que ocorra a sua interagdo com PEP, ao formar o complexo
inativo EPSPs-S3P-glyphosate (FRANZ et al., 1997; TAN et al., 2006).

Por apresentar esse mecanismo de acéo, o glyphosate atua diretamente na via
do chiquimato, inibindo a sintese de aminoacidos aromaticos essenciais, como
fenilalanina, tirosina e triptofano, que sdo precursores de outros produtos, como lignina,
alcalbides, flavonoides e acidos benzoicos (TAN et al., 2006; REDDY et al., 2008), que
sao indispensaveis para a sintese de proteinas e o crescimento das plantas (TAIZ;
ZEIGER, 2006; NELSON, 2008). Assim, o efeito mais rapido e drastico da aplicacao de



glyphosate em plantas sensiveis é o acumulo de chiquimato (AMRHEIN et al., 1980;
LYDON; DUKE, 1988).

O glyphosate pode ainda afetar diretamente a fotossintese da planta, reduzindo
a atividade da ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), do acido
3-fosfoglicérico (AHSAN et al., 2008), diminuindo a sintese de clorofila e interferindo na
organizacao do aparelho fotossintético (MARIA et al., 2005; AHSAN et al., 2008). Fuchs
et al. (2002) e Nelson (2008) destacam outras consequéncias conhecidas da acao do
glyphosate, tais como branqueamento, clorose e redu¢ao do crescimento, concentrados
principalmente em tecidos metabolicamente ativos, tais como folhas imaturas,
brotamentos, botdes florais e raizes.

Efeitos causados pela aplicacdo acidental ou deriva de glyphosate tém sido
estudados em culturas como algodao, beterraba, café, cevada, citros, eucalipto,
maracuja, soja (GEIGER et al., 1986; TUFFI SANTOS et al., 2006; YAMASHITA;
GUIMARAES, 2006; WAGNER JUNIOR et al., 2008; GRAVENA et al., 2009; FRANGCA,
2009; BELZ; CEDERGREEN, 2010; CEDERGREEN; OLESEN, 2010; FRANCA et al.,
2010; MACHADO et al., 2010; OLESEN; CEDERGREEN, 2010; ZOBIOLE et al.,
2010a,b,c). A esse respeito, poucas informagbes foram encontradas referentes a
cultura do café. Nelson (2008) relatou que aplica¢des de glyphosate em plantas de café
podem causar injurias severas as plantas, reduzindo o crescimento e o potencial
produtivo da cultura por um longo periodo de tempo, além de predisposi¢do das plantas
a doencas e deficiéncias nutricionais. O autor ainda enfatizou que esses efeitos podem
perdurar anos, dependendo da dose e do local de aplicacdo na planta. Franga (2009)
verificou sintomas de intoxicacdo, como clorose e estreitamento do limbo foliar, em
plantas de café, além de reducdo na area foliar, massa seca da planta, densidade de
raizes e teor de nutrientes, mesmo submetendo as plantas a sub-doses de glyphosate.

Além das consequéncias detrimentais de se utilizar o glyphosate em culturas
como soja, milho, eucalipto e na planta daninha C. benghalensis, foi observado que a
aplicacdo de sub-doses de glyphosate pode estimular o crescimento da planta,
enquanto as altas doses inibem seu crescimento (VELINI et al., 2008). Wagner et al.

(2003) observaram esse comportamento em plantas de milho. Recentemente, em



cafeeiro, Franca et al. (2010) observaram aumento na altura de plantas quando
submetidas a exposicao de baixas doses de glyphosate.

Esse fendbmeno é denominado de hormese e tem sido observado quando plantas
sao submetidas a exposicao de doses sub-letais do herbicida glyphosate (DUKE et al.,
2006; CEDERGREEN et al., 2007; VELINI et al., 2010). A esse respeito, Velini et al.
(2008) afirmaram que a hormese esta relacionada com o alvo molecular do glyphosate,
a enzima EPSPs, uma vez que o efeito ndo foi observado em plantas resistentes ao
herbicida. Contudo, o mecanismo pelo qual ocorre hormese nado € claramente
conhecido (VELINI et al., 2008; 2010).

A resisténcia de plantas daninhas

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € definida como a capacidade
natural e herdavel de determinados biétipos, dentro de uma populagéo, sobreviverem e
reproduzirem-se apds sua exposicdo a doses de herbicidas que seriam letais a
individuos normais (suscetiveis) da mesma espécie (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2003; 2004; GAZZIERO et al., 2008).

O aparecimento de plantas daninhas resistentes a herbicidas pode ocorrer
devido ao uso inadequado dos herbicidas (CHRISTOFFOLETI et al., 1994; HEAP,
1994; 1999; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2004). O principal problema é a
pressdao de selecdo ocasionada pelo uso continuo de herbicidas com o mesmo
mecanismo de agao, que, com o tempo, seleciona individuos resistentes dentro de uma
populacdo. Esse fato, associado a aplicacdo de doses sub-letais, ou seja, menores que
a recomendada, também pode selecionar individuos que, naturalmente, sdo pouco mais
tolerantes ao herbicida.

Plantas daninhas com maior predisposicao para a seleg¢ao de bibtipos resistentes
sdo, normalmente, aquelas que apresentam ciclo anual e que ocorrem em altas
densidades (SBCPD, 2000). Geralmente, estas espécies apresentam rapida taxa de
retorno ao banco de sementes e curto periodo de germinagéo, alta porcentagem de

sementes viaveis e varias geragoes produtivas por estagao de crescimento.
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A resisténcia geralmente ocorre quando o herbicida é altamente eficiente sobre
determinada espécie daninha e tem persisténcia prolongada (SBCPD, 2000). O
emprego de herbicidas altamente eficazes garante o controle efetivo das populacdes
susceptiveis e reduz a pressdo de competicdo sobre os bibtipos resistentes,
favorecendo sua selegdo. Além disso, caso utilizado continuamente, ano ap6s ano ou
em multiplas aplicagdes, na mesma area, o herbicida de acédo prolongada exerce maior
pressdo de selegdo sobre as plantas daninhas do que um herbicida com atividade
residual limitada.

O termo resisténcia é comumente apresentado tanto com referéncia ao
comportamento de um individuo frente aos mecanismos de resisténcia que possui,
quanto aos herbicidas aos quais o individuo é resistente (CHRISTOFFOLETI et al.,
2008). Desta forma, surgem os conceitos de resisténcia cruzada e resisténcia multipla.
Quando um bidtipo é resistente a mais de um herbicida com apenas um mecanismo de
acao, denomina-se resisténcia cruzada; enquanto a resisténcia multipla ocorre nas
plantas que possuem dois ou mais mecanismos de resisténcia distintos, sendo, neste
caso, resistentes a herbicidas de diferentes grupos quimicos e com diferentes
mecanismos de acdo (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2004).

Existem pelo menos trés mecanismos gerais que podem explicar o
desenvolvimento da resisténcia a herbicidas e influenciar o modo de acado destes
compostos: a) mutacado no local de acao do herbicida na planta; b) metabolizacdo ou
desintoxicacdo do herbicida a substadncias menos fitotéxicas; c¢) reducdo da
concentracdo do herbicida no local de acdo, absorcao foliar e/ou translocacdo do
herbicida pelo bidtipo resistente (sequestracdo ou compartimentalizacao)
(CHRISTOFFOLETI et al., 2008). Diferengcas na absorcdo e/ou translocacdo do
glyphosate em plantas resistentes foram observadas por Koger e Reddy (2005) em
Conyza canadensis (L.) Crong., por Michitte et al. (2007), Perez-Jones et al. (2007) e
Nandula et al. (2008) em Lolium multiflorum Lam. e por Dinelli et al. (2008) em Conyza
bonariensis (L.) Crong. Mutacdo da enzima EPSPs foi observada por Baerson et al.
(2002a) em Eleusine indica (L.) Gaertn., por Baerson et al. (2002b), Wakelin e Preston
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(2006) e Simarmata e Penner (2008) em Lolium rigidum Gaud. e por Jasieniuk et al.
(2008) em L. multiflorum. Porém, no caso do glyphosate, ainda ndo foi comprovado que
o metabolismo desempenhe fungcdo importante como mecanismo de resisténcia das
plantas daninhas ao herbicida (POWLES; YU, 2010).

Atualmente existem relatos de vinte espécies de plantas daninhas com biétipos
resistentes ao glyphosate: Amaranthus palmeri S.Wats., Amaranthus rudis Sauer,
Ambrosia artemisifolia L., Kochia scoparia (L.) Schrad. e Poa annua L. (EUA), Ambrosia
trifida L. (EUA e Canadd), C. bonariensis (Africa do Sul, Brasil, Colémbia, Espanha,
EUA e lsrael), C. canadensis (Brasil, China, Espanha, EUA e Republica Checa),
Conyza sumatrensis (Retz.) Walker (Espanha), D. insularis (Brasil e Paraguai),
Echinochloa colona (L.) Link. (Austrdlia), E. indica (Coldmbia e Malasia), Euphorbia
heterophylla L. (Brasil), L. multiflorum (Argentina, Brasil, Chile, Espanha e EUA), Lolium
perene L. (Argentina), L. rigidum (Africa do Sul, Austrélia, Espanha, EUA, Franga e
ltalia), Parthenium hysterophorus L. (Colémbia), Plantago lanceolata L. (Africa do Sul),
Sorghum halepense (L.) Peerson. (Argentina e EUA), Urochloa panicoides P.Beauv.
(Australia) (HEAP, 2010).

No caso de capim-amargoso, no Brasil, ha relato de bibtipo resistente ao
glyphosate na cultura da soja e em pomares (HEAP, 2010), onde havia uso continuo do
herbicida glyphosate para o controle de plantas daninhas. O glyphosate também é
muito empregado, e de maneira inadequada, em lavouras de café no pais. Este fato
pode estar acarretando o aparecimento de biétipos de capim-amargoso resistentes ao
glyphosate também em éareas de cultivo de café. Caso isso ocorra, maiores problemas
serdo gerados para o controle desta planta daninha e outros métodos e estratégias de
controle deverao ser utilizados para manejar adequadamente o capim-amargoso em

cafezal.
Objetivos Gerais

Os objetivos gerais com esta pesquisa foram estudar o comportamento do

cafeeiro mantido em convivéncia com capim-amargoso, a resposta do cafeeiro a
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exposicao ao herbicida glyphosate e a resisténcia do capim-amargoso ao herbicida
glyphosate.

Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos da densidade de capim-amargoso na fotossintese, na nutricao
mineral e no crescimento inicial do cafeeiro;

2. Determinar a densidade critica para interferéncia da planta daninha na cultura do
café;

3. Avaliar os efeitos na fotossintese, na nutricdo mineral e no crescimento inicial do
cafeeiro submetido a exposi¢cao ao herbicida glyphosate;

4. Detectar bidtipo de capim-amargoso resistente ao herbicida glyphosate;

5. Estudar a absorcédo, a translocacao e o metabolismo do glyphosate em plantas
de capim-amargoso.



CAPITULO 2 - EFEITOS DA DENSIDADE DE PLANTAS DE CAPIM-AMARGOSO NO
ESTABELECIMENTO INICIAL DO CAFEEIRO

RESUMO - Capim-amargoso é uma importante planta daninha na cultura do café. A
densidade é um dos principais fatores que afetam o grau de interferéncia das plantas
daninhas. Objetivou-se avaliar os efeitos do aumento da densidade de capim-amargoso
na fotossintese, na nutricdo mineral e no crescimento inicial do cafeeiro, e determinar a
densidade critica para interferéncia. Os tratamentos constaram da convivéncia de uma
planta de café com densidades de capim-amargoso (0, 1, 2, 4, 8 e 16 plantas), visando
simular diferentes situagdes de infestacdo na cova do cafeeiro. O experimento foi
conduzido em caixas de 0,84 m® enterradas no solo, sendo os tratamentos distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado com sete repeticbes. O processo
fotossintético da unidade foliar pouco foi influenciado pela convivéncia com capim-
amargoso. Porém, as taxas de fotossintese e transpiracdo, a condutancia estomatica, a
concentracdo interna de CO; na folha, globais, e o teor relativo de clorofila total do
cafeeiro foram reduzidos, apesar da eficiéncia quantica do fotossistema Il e a eficiéncia
no uso de agua pela planta ndo o terem sido. Portanto, o processo fotossintético global
do cafeeiro foi reduzido com o aumento na densidade do capim-amargoso. Os teores
dos macronutrientes foram reduzidos com o aumento na densidade da planta daninha,
a excecao do fosforo que aumentou. Os acumulos dos macronutrientes, porém, foram
todos reduzidos. Portanto, a nutrigdo mineral do cafeeiro foi afetada negativamente pela
convivéncia com capim-amargoso. A altura de plantas, o didmetro do caule, o numero
de folhas, a area foliar e as massas secas do caule, das folhas e da parte aérea do
cafeeiro foram reduzidas com o aumento na densidade do capim-amargoso. Dessa
maneira, o crescimento inicial do cafeeiro foi reduzido em virtude da convivéncia com
capim-amargoso, sendo de uma planta por cova a densidade critica para interferéncia.

Palavras-chave: Coffea arabica, Digitaria insularis, competicdo, interferéncia,

experimento aditivo, densidade critica.
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Introducao

Plantas jovens de café sado altamente sensiveis a interferéncia de plantas
daninhas ap6s o transplante das mudas (RONCHI et al., 2001; SILVA; RONCHI, 2003).
Entretanto, os efeitos da competicdo dessa vegetacdo em plantas jovens de café tém
sido insuficientemente estudados. Nesse sentido, devido ao fato de o capim-amargoso
estar tornando-se a espécie dominante em diferentes areas de produgado cafeeira,
pouco foi estudado e, consequentemente, ainda nao se conhece o potencial competitivo
dessa planta daninha em relacédo a cultura do café.

Em virtude do momento do controle das plantas daninhas ainda ser determinado
em funcdo da vegetacdo emergida, destaca-se a importancia de pesquisas que
estimem sua densidade critica para interferéncia. Embora haja estudos a respeito de
periodos de interferéncia (DIAS et al., 2005), faixas de controle (DIAS et al., 2008) e
manejo (ALCANTARA; FERREIRA, 2000; RONCHI; SILVA, 2004; ALCANTARA et al.,
2009), pouco se conhece a respeito dos efeitos da densidade de plantas daninhas em
cafeeiro, que, segundo Ronchi e Silva (2006), € um fator que influencia o grau de
interferéncia dessa vegetacao.

Muitos métodos foram desenvolvidos para estudar a interferéncia entre
diferentes espécies de plantas. O método do experimento aditivo € o mais comumente
usado no estudo de relagcdes entre planta daninha e cultura (JOLLIFFE et al., 1984;
RADOSEVICH, 1987; COUSENS, 1991; RADOSEVICH et al., 1997). Além disso,
estimativas para decisdes de controle s&o preferencialmente obtidas em experimentos
aditivos (POOLE; GILL, 1987). Neste método, duas (ou mais) espécies de plantas
(cultura e planta daninha) sdo deixadas para crescer juntas, sendo que a densidade da
cultura é mantida constante, enquanto a densidade da planta daninha é variada. Com
iss0, a espécie cuja densidade € constante atua como indicador comparativo para a
agressividade e competitividade da outra espécie (RONCHI; SILVA, 2006).

Devido a importancia do capim-amargoso em cafeeiro e de estudos sobre
densidade de plantas daninhas, a hipétese levantada neste capitulo foi que o aumento

no numero de plantas do capim-amargoso, convivendo com o cafeeiro em implantagao,
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afetaria negativamente o processo fotossintético e a absorcao de nutrientes pela
cultura, reduzindo assim seu crescimento inicial.

Objetivou-se, portanto, avaliar os efeitos do aumento da densidade de plantas de
capim-amargoso no processo fotossintético, na nutrigdo mineral e no crescimento inicial
do cafeeiro, e determinar a densidade critica para interferéncia dessa planta daninha na

cultura do café.
Material e Métodos

O experimento foi conduzido em caixas de fibra de vidro de dimensbes
0,75 x 0,75 x 1,50 m (I/I/p), enterradas no solo, em area experimental do Departamento
de Biologia Aplicada a Agropecuaria (DBAA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Jaboticabal, SP (FCAV/UNESP), Brasil, durante os meses de margo a julho de 2009.

O substrato utilizado para o crescimento das plantas provinha de Latossolo
Vermelho de textura argilosa, apresentando as seguintes caracteristicas quimicas:
pH (CaCl,) igual a 6,1; 20,0 g de MO; 176,0 mg dm™ de P (resina); além de 1,9; 60,0;
26,0; 20,0; 87,9 e 107,9 mmol. dm™ de K, Ca, Mg, H+Al, SB e T, respectivamente;
e Vde 81%.

Nao foi aplicado calcario, enquanto a adubacéo de plantio constou da aplicagao
de 2 L caixa™ de esterco bovino e 80 g caixa’ de NPK (Heringer, 4-14-8, Brasil). Uma
adubacao de cobertura também foi realizada aos 40 dias apés o transplante das mudas
do cafeeiro (DAT), utilizando-se de 20 g caixa™ de uréia (Heringer, CH4N-O, Brasil).

O transplante das mudas de cafeeiro (C. arabica cultivar Catuai Vermelho
IAC-144), formadas em sacos de plastico de 500 mL e sendo provindas de viveiro
certificado, ocorreu no dia 21 de marco de 2009, utilizando mudas com 6-7 pares de
folhas. Por outro lado, as mudas de capim-amargoso foram formadas em bandejas de
poliestireno com 288 células (Termotécnica, 07836-0, Brasil), provindas de sementes
coletadas em terreno baldio, sendo transplantadas para as caixas quando

apresentavam 4-5 folhas expandidas, no dia 17 de abril 2009.
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Apo6s o transplante das mudas de cafeeiro, tratamentos fitossanitarios quinzenais
foram feitos aplicando os fungicidas piraclostrobin + epoxiconazol (Basf, Opera®,
Brasil), na dose de 1,5 L ha™, e oxicloreto de cobre (Atar, Recop®, Brasil), na dose de
3 L ha'; e o inseticida thiamethoxan (Syngenta, Actara 250 WG®, Brasil), na dose de
2 kg ha™'. Além disso, diariamente foi fornecida 4gua em quantidade suficiente para
manter a umidade do substrato, a excecao de dias chuvosos.

Os tratamentos experimentais adotados na pesquisa constaram da convivéncia
de uma planta de café com densidades crescentes de capim-amargoso, dispostas
aleatériamente em cada caixa, simulando diferentes situacdes de colonizacdo na cova
do cafeeiro. As densidades das plantas daninhas utilizadas foram: 0 (testemunha sem
convivéncia), 1, 2, 4, 8 e 16 plantas cova'. Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se de sete repeticoes.

Por ocasiao do pleno florescimento do capim-amargoso, ocorrido no dia 07 de
julho de 2009 (108 DAT), foram avaliadas caracteristicas fotossintéticas (exceto para a
planta daninha), nutricionais e de crescimento do capim-amargoso e do cafeeiro.

No cafeeiro foram avaliadas as caracteristicas de crescimento: altura de plantas
(da base do caule rente ao solo até a insercao do ultimo par de folhas), didametro do
caule (a 2 cm do solo), numero de folhas, area foliar, acimulo de massa seca do caule
e acumulo de massa seca de folhas; as caracteristicas nutricionais: teores e acumulos
de macronutrientes na parte aérea; além das caracteristicas fotossintéticas: teor relativo
de clorofila total, relacdo fluorescéncia variavel/fluorescéncia maxima da clorofila a
(Fv/Fm) — denominada eficiéncia quantica do fotossistema I, taxa de fotossintese (A),
taxa de transpiracao (E), condutéancia estoméatica (gs), relagéo fotossintese/transpiragao
(A/E) — denominada eficiéncia no uso da agua pela planta e concentracdo interna de
CO. na folha (ci).

No capim-amargoso foram avaliadas a altura de plantas (da base até a insercao
do limbo foliar da ultima folha), o numero de perfilhos, o acimulo de massa seca na
parte aérea e os teores e acumulos de macronutrientes na parte aérea das plantas.

A altura de plantas foi determinada usando régua de madeira graduada em

milimetros (Souza-Stalo, 8287, Brasil). O didmetro do caule foi medido usando
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paquimetro digital graduado em milimetros (Zaas Precision, 150mm, Brasil). A area
foliar foi mensurada usando medidor eletrdnico de éarea foliar (Li-Cor Inc., LI3000A,
EUA). A massa seca foi determinada por meio de pesagem do material vegetal seco em
balanca analitica com precisdo de 0,01 g (Marte, AS2000C, Brasil), apdés secagem do
material em estufa de renovacgéo forgada de ar a 70 °C por 96 horas.

O material previamente seco foi moido em micro-moinho tipo Wiley (Marconi, TE-
840, Brasil), equipado com peneira malha 60 mesh, e submetido a digestdées umidas
para determinacao dos teores de macronutrientes nas plantas. Os teores de nitrogénio
(N) e fésforo (P) foram determinados pelos métodos semi micro Kjedahl e colorimétrico
do acido fosfovanadato-molibdico, respectivamente, conforme descrito por Sarruge e
Haag (1974); os teores de potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg) foram
determinados por meio de espectrofotometria de absorcdo atémica, conforme descrito
por Jorgensen (1977); o teor de enxofre (S) foi determinado pelo método turbidimétrico,
conforme descrito por Vitti (1989). O acumulo de macronutrientes foi calculado
multiplicando-se o acumulo de massa seca da parte aérea da planta pelo teor do
nutriente.

As avaliagbes das caracteristicas fotossintéticas foram realizadas no periodo da
manha, entre 8 e 10h. Avaliou-se uma folha do primeiro par de folhas apds o primeiro
ramo lateral emitido. A eficiéncia quantica do fotossistema |l foi estimada usando
fluordbmetro (Hansatech, PEA-MK2, Inglaterra), utilizando-se da taxa de fluxo de foétons
de 300 umol m? s e do tempo de adaptacdo ao escuro de 20 minutos (conforme
padronizagdo — Figuras 2A e 3A do Apéndice A). As taxas de fotossintese e
transpiracdo, além da condutancia estomatica e da concentragdo interna de CO;, na
folha, foram determinadas usando analisador de gés por sensor infravermelho — IRGA
(Li-Cor, LI6400, EUA), utilizando-se da taxa de radiacao fotossinteticamente ativa de
522 ymol m?s™ (conforme padronizagdo — Figura 4A do Apéndice A). Essas avaliacdes
foram iniciadas quando a concentracdo de CO. de referéncia variava entre 360 e
380 pmol CO, m? e apds a padronizagdo da temperatura da folha no aparelho em
25 °C. O teor relativo de clorofila total do cafeeiro foi determinado utilizando

clorofildbmetro manual (Minolta, SPAD-502, Japao).
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Os dados de todas as caracteristicas avaliadas foram submetidos a analise de
regressao em funcao da densidade de plantas do capim-amargoso. Além disso, foram
também submetidos a analise de regressao os dados da taxa fotossintética unitaria e
global em funcdo da taxa transpiratéria, da condutancia estomética e da concentracao
interna de CO» na folha do cafeeiro; além dos dados da &rea foliar especifica em fungéao
da densidade do capim-amargoso e os dados da massa seca da parte aérea do
cafeeiro em funcao da massa seca da parte aérea do capim-amargoso.

As andlises de regressdao foram processadas por meio do programa
computacional SigmaPlot (Systat Software, versao 10.0, EUA).

Resultados

Processo fotossintético

A taxa fotossintética unitaria do cafeeiro aumentou sigmoidalmente de 6,64 para
6,75 pmol CO, m? s (Figura 1), de acordo com a equacéo de regressao, comparando
o cafeeiro que cresceu livre da convivéncia com aquele convivendo com
16 plantas cova’' de capim-amargoso, representando aumento de 1,7%. A taxa
fotossintética global, por sua vez, foi reduzida exponencialmente de 0,50 para
0,31 pmol CO; planta™ s, representando reducéo de 38,0%.

749 0,60 1

y = 6,64 + 0,11/(1+exp(-(x-2,98)/0,68)) Ye _0'0220’:0’21 ©xp(-0,15%)
7.2 4 R?=0,99** _ 0,55 =4

7,0
6.8

6,6

0,50 q

0,45 q

0,40

6,4 0,35 -

A (umol CO, m?s™)
_
A (umol CO, planta™ s™)

62| L 0,30 A

A YT T E e B ™ 0 & T ¢ i % w1
Digitaria insularis (plantas cova™) Digitaria insularis (plantas cova™)
Figura 1. Relacdo da taxa fotossintética unitaria (A) e da planta (B) de cafeeiro com a
densidade de capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrdo da média. Jaboticabal,
2009.
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A taxa transpiratéria unitaria do cafeeiro aumentou sigmoidalmente de 1,47 para
1,50 mmol H,O m? s (Figura 2), de acordo com a equacéo de regressdo, comparando
o cafeeiro que cresceu livre da convivéncia com aquele convivendo com
16 plantas cova’ de capim-amargoso, representando aumento de 2,0%. A taxa
transpiratéria global, por sua vez, foi reduzida exponencialmente de 0,11 para
0,07 mmol H,O planta™ s, representando reducéo de 36,4%.

1,58 1 y = 1,47 + 0,03/(1+exp(-(x-2,89)/0,77)) 0,13 7
156 4 R?=0,99** y = 0,06 + 0,05.exp(-0,14x)

2 *
ol o2 ] } R?=0,91
1,52 w0114
1,50 1 .
1,48 1 0,10 A
1,46 ‘ { }

0,09
1,44 4

E (mmol H,0 m?s™)
E (mmol H,0 planta™ s™)

1,42 4 0,08 q

1,40 4

0,07 q
1,38 4

AT e e B ™ . i . i % = o w o
Digitaria insularis (plantas cova") Digitaria insularis (plantas cova")
Figura 2. Relacdo da taxa transpiratéria unitaria (A) e da planta (B) de cafeeiro com a
densidade de capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrdo da média. Jaboticabal,
2009.

A condutancia estomatica unitaria do cafeeiro aumentou sigmoidalmente de
1,100 para 1,106 mmol H,O m? s™ (Figura 3), de acordo com a equacéo de regressao,
comparando o cafeeiro que cresceu livre da convivéncia com aquele convivendo com
16 plantas cova™' de capim-amargoso, representando aumento de 0,6%. A condutancia
estomatica global, por sua vez, foi reduzida exponencialmente de 0,008 para
0,005 mol H,0 planta™ s™, representando reducéo de 37,5%.

A concentragdo interna unitaria de CO, na folha aumentou sigmoidalmente de
256 para 259 mmol CO, m? s™ (Figura 4), de acordo com a equacgdo de regressio,
comparando o cafeeiro que cresceu livre da convivéncia com aquele convivendo com
16 plantas cova’' de capim-amargoso, representando aumento de 1,2%. A
concentracdo interna global de CO, na folha, por sua vez, foi reduzida
exponencialmente de 19 para 12 mmol CO, planta” s, representando reducdo de
38,5%.
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Figura 3. Relacdo da condutancia estomatica unitaria (A) e da planta (B) de cafeeiro com a

densidade de capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrdo da média. Jaboticabal,
2009.
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Figura 4. Relacao da concentracdo interna unitaria de CO, na folha (A) e da planta (B) de
cafeeiro com a densidade de capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrdo da
média. Jaboticabal, 2009.

A eficiéncia no uso de agua pela planta de café variou de 4,52 a
4,62 pmol CO, mmol H.O™" (Figura 5), representando oscilagdo de 1,3%. Porém, n&o foi
possivel ajustar uma equacao significativa para representar a variacao da eficiéncia no
uso da agua pelo cafeeiro em relagédo ao aumento na densidade do capim-amargoso.

A eficiéncia quéantica do fotossistema Il do cafeeiro aumentou sigmoidalmente de
0,680 para 0,700 (Figura 5), de acordo com a equacdo de regressdo, comparando o
cafeeiro que cresceu livre da convivéncia com aquele convivendo com 16 plantas cova™
de capim-amargoso, representando aumento de 2,9%.
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Figura 5. Relacdo da eficiéncia no uso de agua pela planta (A) e da eficiéncia quantica do
fotossistema Il (B) de cafeeiro com a densidade de capim-amargoso. Barras verticais indicam *
0 erro padrao da média. Jaboticabal, 2009.

O teor relativo de clorofila total do cafeeiro foi reduzido exponencialmente de
64,0 para 54,5 UR (Figura 6), de acordo com a equacao de regressao, comparando o
cafeeiro que cresceu livre da convivéncia com aquele convivendo com 16 plantas cova™

de capim-amargoso, representando reducgao de 14,8%.

66 q

y = 54,38 + 9,59.exp(-0,30x)
R? = 0,97**
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62
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Clorofila total (UR)
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52

Digitaria insularis (plantas cova'")

Figura 6. Relacédo do teor relativo de clorofila total na planta de cafeeiro com a densidade de
capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrao da média. Jaboticabal, 2009.

Nao foi determinada a relacdo entre a taxa fotossintética unitaria e global com a
eficiéncia no uso de agua pela planta de café, pois nao foi possivel estabelecer uma
equacao que estimasse a variacdo dessa Ultima caracteristica com o aumento na
densidade do capim-amargoso.
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A taxa fotossintética unitaria e global do cafeeiro relacionou-se de maneira linear
positiva com a taxa transpiratéria, a condutancia estomatica e a concentracéo interna

de CO; na folha, unitéria e global (Tabela 1).

Tabela 1. Relacao linear da taxa de absorcao de CO. unitaria e global com a transpiragao (E), a
condutancia estomatica (gs) e a concentracao interna de CO, na folha (ci) de café crescendo
em convivéncia com capim-amargoso. Jaboticabal, 2009.

Caracteristica yo0 a R? p

Eunit 1,33 3,62 0,99 < 0,01
OSunit 4,45 21,00 0,87 < 0,01
Clunit -1,11 0,03 0,73 0,03
Eglobal -5,70e” 4,58 1,00 <0,01
JSgiobal -0,03 67,48 0,99 < 0,01
Clglobal 3,20e* 0,03 0,99 < 0,01

Equacéo linear: y = y0 + ax.

Nutricdo mineral

Os teores de macronutrientes em capim-amargoso diminuiram exponencialmente
com o0 aumento da densidade da planta daninha (Figura 7). De acordo com a equacéao
de regressdo, nas densidades de 1 e 16 plantas cova, respectivamente, o teor de
nitrogénio variou de 30,6 a 15,6 g kg™'; o teor de fésforo, de 4,5 a 3,0 g kg™'; o teor de
potassio, de 37,0 a 27,7 g kg''; o teor de célcio, de 3,3 a 2,7 g kg™'; o teor de magnésio,
de 5,2 a 3,3 g kg'; e o teor de enxofre, de 0,90 a 0,51 g kg™'. Portanto, foi observada
reducao de 49,0%, 33,3%, 25,1%, 18,2%, 36,5% e 44,4%, para os teores de nitrogénio,
fésforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre, respectivamente.

Os acumulos de macronutrientes no capim-amargoso, por sua vez, aumentaram
exponencialmente com o aumento da densidade da planta daninha (Figura 8). De
acordo com a equacdo de regressdo, nas densidades de 1 e 16 plantas cova’,
respectivamente, o acimulo de nitrogénio variou de 2.109,3 a 3.963,2 mg planta™’; o
actimulo de fésforo, de 333,1 a 737,9 mg planta™; o acimulo de potassio, de 2.662,4 a
6.923,1 mg planta™; o acimulo de calcio, de 236,1 a 672,1 mg planta™; o acimulo de
magnésio, de 332,4 a 749,6 mg planta’; e o acimulo de enxofre, de 64,76 a
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93,88 mg planta’. Portanto, foi observado aumento de 87,9%, 121,5%, 160,0%,
184,7%, 125,5% e 93,9%, para os teores de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio,

magnésio e enxofre, respectivamente.
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Figura 7. Relagdo do teor de nutrientes na parte aérea de capim-amargoso com a densidade da
planta daninha crescendo em convivéncia com cafeeiro. Barras verticais indicam + o erro
padrdao da média. Jaboticabal, 2009.
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Figura 8. Relagdo do acumulo total de nutrientes na parte aérea de capim-amargoso com a
densidade da planta daninha crescendo em convivéncia com cafeeiro. Barras verticais indicam
* 0 erro padrao da média. Jaboticabal, 2009.

Os teores de macronutrientes no cafeeiro diminuiram exponencialmente, a

excegdo do teor de fésforo que aumentou, com o aumento da densidade do
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capim-amargoso (Figura 9). De acordo com a equacao de regressao, nas densidades
de 0 e 16 plantas cova', respectivamente, o teor de nitrogénio variou de 23,5 a
17,8 g kg''; o teor de potassio, de 21,2 2 19,5 g kg'; o teor de calcio, de 6,9 a 5,4 g kg™;
o0 teor de magnésio, de 2,9 a 2,4 g kg'; e o teor de enxofre, de 0,64 a 0,55 g kg.
Portanto, foi observada redugdo de 24,3%, 8,0%, 21,7%, 17,2% e 14,1%, para o0s
teores de nitrogénio, potassio, célcio, magnésio e enxofre, respectivamente. Ja o teor
de fosforo variou de 2,4 a 2,7 g kg™, representando aumento de 10,8%.

Os acumulos de macronutrientes no cafeeiro diminuiram exponencialmente com
0 aumento da densidade do capim-amargoso (Figura 10). De acordo com a equagéo de
regressdo, nas densidades de 0 e 16 plantas cova™, respectivamente, o actimulo de
nitrogénio variou de 293,9 a 150,5 mg planta’; o acimulo de fésforo, de 29,6 a
22,4 mg planta”; o acumulo de potassio, de 262,2 a 166,8 mg planta”; o acumulo de
célcio, de 86,2 a 47,3 mg planta™; o acimulo de magnésio, de 42,2 a 26,8 mg planta™;
e 0 acimulo de enxofre, de 7,98 a 4,91 mg planta™. Portanto, foi observada reducéo de
48,8%, 24,3%, 36,4%, 45,2%, 36,6% e 38,4%, para os acumulos de nitrogénio, fésforo,

potassio, calcio, magnésio e enxofre, respectivamente.
Crescimento

A altura de plantas, o numero de perfilhos e a massa seca individual do capim-
amargoso diminuiram exponencialmente com o aumento da densidade da planta
daninha (Figura 11). De acordo com a equagao de regressao, nas densidades de 1 e
16 plantas cova™, respectivamente, a altura de plantas variou de 66,1 a 61,4 ¢cm, o
numero de perfilhos, de 42 a 14 unidades e a massa seca individual, de 67,16 a
17,00 g planta™. Portanto, foi observada redugdo de 7,1%, 66,7% e 74,7% na altura de
plantas, no numero de perfilhos e na massa seca individual, respectivamente.

A massa seca da parte aérea do capim-amargoso foi aumentada
exponencialmente com o aumento da densidade da planta daninha (Figura 11). De
acordo com a equacdo de regressdo, nas densidades de 1 e 16 plantas cova’,

respectivamente, a massa seca da parte aérea variou de 72,36 a 249,93 g cova.



26

Portanto, foi observado aumento de 245,4% na massa seca da parte aérea do capim-

amargoso.
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Figura 9. Relacao do teor de nutrientes na parte aérea do cafeeiro com a densidade de capim-
amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrao da média. Jaboticabal, 2009.
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Figura 10. Relagdo do acumulo de nutrientes na parte aérea do cafeeiro com a densidade de
capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrao da média. Jaboticabal, 2009.

A altura, o didmetro do caule, o nimero de folhas e a area foliar do cafeeiro

diminuiram exponencialmente com o aumento da densidade do capim-amargoso

(Figura 12). De acordo com a equacao de regressao, nas densidades de 0 e 16 plantas
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cova’', respectivamente, a altura de plantas variou de 47,9 a 43,5 cm; o diametro do
caule, de 82,5 a 74,7 mm; o numero de folhas, de 30 a 17 unidades; e a area foliar, de
752,0 a 458,1 cm?. Portanto, foi observada reducdo de 9,2; 9,4; 43,3 e 39,1% na altura,

no didmetro do caule, no numero de folhas e na area foliar, respectivamente.
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Figura 11. Relacdo da altura, do nimero médio de perfilhos por planta, da massa seca da parte
aérea e da massa seca unitaria de capim-amargoso com a densidade da planta daninha
crescendo em convivéncia com cafeeiro. Barras verticais indicam = o erro padrdo da média.
Jaboticabal, 2009.

A massa seca do caule, a massa seca das folhas e a massa seca da parte aérea
do cafeeiro diminuiram exponencialmente com o aumento da densidade do capim-
amargoso (Figura 13). De acordo com a equagéao de regressao, nas densidades de 0 e

16 plantas cova’, respectivamente, a massa seca do caule variou de 6,14 a
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4,88 g planta™’; a massa seca das folhas, de 6,23 a 3,67 g planta™; e a massa seca da
parte aérea, de 12,33 a 8,50 g planta™’. Portanto, foi observada reducéo de 20,6; 41,0 e

31,0% na massa seca do caule, na massa das folhas e na massa seca da parte aérea,

respectivamente.
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Figura 12. Relagdo da altura, do diametro do caule, do numero de folhas e da area foliar do
cafeeiro com a densidade de capim-amargoso. Barras verticais indicam + o erro padrdao da
média. Jaboticabal, 2009.

O quociente da area foliar com a massa seca de folhas do cafeeiro, denominada
area foliar especifica, relacionou-se com a densidade de capim-amargoso de maneira
linear positiva (Figura 14). De acordo com a equagao, com o aumento da densidade da
planta daninha em 1 planta cova™ a 4rea foliar especifica aumenta em 0,2 cm?g™.

A massa seca da parte aérea do cafeeiro relacionou-se com a massa seca da

parte aérea do capim-amargoso de maneira linear negativa (Figura 15). De acordo com
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a equacao de regressado, cada 1 g de ganho de massa seca pela planta daninha reduz

a massa seca do cafeeiro em 0,02 g.
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Figura 13. Relacdo da massa seca do caule, da massa seca de folhas e da massa seca da
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padrdao da média. Jaboticabal, 2009.
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Discussao

Para o capim-amargoso, o fato de a altura de plantas e o numero de perfilhos
terem sido reduzidos com o aumento na densidade da planta daninha indica que a
interferéncia intra-especifica afetou seu crescimento. Essa reducdo esteve
condicionada, individualmente, a cada planta de capim-amargoso, como pode ser
comprovado pela reducdo na massa seca unitaria da planta daninha. Isto, porque,
considerando a populacdo de capim-amargoso, houve aumento na massa seca da
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parte aérea com o aumento na densidade da planta daninha. Portanto, mesmo com a
interferéncia intra-especifica do capim-amargoso, a populacdo dessa planta daninha
acumulou mais massa seca quanto maior foi sua densidade, até atingir a densidade de
16 plantas cova™.

Em um experimento aditivo, a massa seca acumulada de uma espécie passa a
ser constante a partir do momento em que sua densidade torna-se critica (JOLLIFFE et
al., 1984; RADOSEVICH, 1987; COUSENS, 1991; RADOSEVICH et al., 1997), ou seja,
mesmo com o aumento na densidade ndao ha aumento do acumulo de massa seca pela
espécie. Assim, pode-se afirmar que a partir da densidade de 1 planta cova™ até a
densidade de 16 plantas cova’, o capim-amargoso aumentou seu potencial de
interferéncia sobre a cultura do café.

Com o aumento na densidade ocorre diminuicdo no acumulo individual de massa
seca da espécie, pois ha menor alocacdo de recursos para o crescimento da planta
(RADOSEVICH et al., 1997). Pode-se considerar, portanto, que esse é o motivo pelo
qual o numero de perfilhos foi reduzido com o aumento na densidade da planta
daninha. Esse fato foi observado em trigo, constatando-se, além disso, que ha
influéncia de caracteristicas genéticas no perfilhamento (VALERIO et al., 2008). Isso
permite afirmar que, possivelmente, bi6tipos de capim-amargoso oriundos de regides
distintas, submetidos a diferentes tipos de manejo, possam apresentar comportamento
diferenciado quanto ao perfilhamento.

Estes comentarios podem ser extrapolados para as caracteristicas nutricionais
avaliadas no capim-amargoso, pois os teores dos macronutrientes foram reduzidos,
enquanto os acumulos dos macronutrientes aumentaram. Assim, individualmente, a
planta de capim-amargoso apresentou menor teor de macronutrientes nas densidades
mais altas da planta daninha, indicando que a interferéncia intra-especifica afetou a
nutricdo mineral da planta. Porém, o potencial de competicdo por nutrientes do capim-
amargoso aumentou quando sua densidade foi maior, uma vez que o acumulo de
macronutrientes foi maior na densidade de 16 plantas cova.

O processo fotossintético unitario do cafeeiro pouco foi influenciado pela

convivéncia com diferentes densidades de capim-amargoso. Observou-se que a
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eficiéncia quéntica do fotossistema Il pouco variou mesmo com grande reducao do teor
relativo de clorofila total. Nesse sentido, mesmo em se tratando de teores totais, apesar
da diminuicao do teor de clorofila, o cafeeiro praticamente manteve a eficiéncia quantica
no fotossistema Il quando em convivéncia com a planta daninha. Isso denota que a
competicdo por luz pode nao ter sido limitante, ao menos quantitativamente, para o
crescimento da planta. Isso pode ter ocorrido em virtude de o cafeeiro ser uma espécie
de ciclo C3 adaptada a ambiente sombreado (BRAUN et al., 2007), pois, segundo Engel
e Poggiani (1990), a adaptacédo das plantas ao ambiente de luz depende do ajuste de
seu aparelho fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de
maneira mais eficiente possivel.

Plantas de café crescendo sob irradiancia moderada ndo sofreram perdas na
atividade fotossintética (KUMAR; TIESZEN, 1980), enquanto aquelas sob alta
irradiancia, comum em dias ensolarados, podem sofrer fotoinibicdo (NUNES et al.,
1993). Komar e Tieszen (1980) observaram, ainda, que a fotossintese em plantas de
café sombreado foi substancialmente maior que naquelas a pleno sol. Porém, o
excesso de sombra pode reduzir a atividade fotossintética, afetando a fisiologia e a
morfologia do cafeeiro (FAHL et al., 1994; CARELLI et al., 1999; MORAIS et al., 2003).
Segundo Concenco et al. (2009), quando em competicao, uma espécie pode aumentar
sua capacidade fotossintética e transpiratéria como forma de adquirir vantagem
competitiva em relacdo a outra espécie com a qual esteja competindo. Nesse sentido,
supbe-se que, quando em convivéncia com 0 capim-amargoso, a planta de café foi
parcialmente sombreada pela planta daninha, o que pode ter criado um ambiente de luz
pouco mais favoravel a cultura, suficiente para melhorar, mas nao substancialmente, o
rendimento fotossintético do cafeeiro.

Convém salientar que quando se compara a variavel fotossintese entre trabalhos
realizados, devem-se considerar alguns fatores que afetam os processos fisioldgicos
dos cafeeiros, tais como condicdes do clima (temperatura e radiagéo), condicbes do
experimento (vaso ou campo), idade da planta, genétipo e sua adaptabilidade ao clima
local, tipo de sombreamento (natural ou artificial), espécie utilizada e densidade de
sombreamento (CARELLI et al., 1999; MORAIS et al., 2003), entre outros. Alfonsi et al.
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(2005), estudando a mesma cultivar de café crescendo em tubos de PVC sob sombrite
com sombreamento de 50%, observaram taxa fotossintética variando de 5,0 a
6,0 pmol CO? m? s™'; condutancia estomatica, de 0,07 a 0,08 mol H,O m? s™; e
transpiracdo, de 2,2 a 3,1 mmol H,O m? s, respectivamente no periodo da manha e
da tarde. Esses valores estiveram préximos aqueles observados nesta pesquisa,
estando dentro da média verificada para esta e outras cultivares de cafeeiro (ALFONSI,
2003; ALFONSI et al., 2005).

A convivéncia das culturas agricolas com as plantas daninhas pode influenciar
na qualidade da luz (relagao vermelho/vermelho distante) disponivel para a fotossintese
(MEROTTO JUNIOR et al., 2009). A qualidade da luz tem efeito direto na ontogenia
vegetal (JIAO et al, 2007), afetando desde a germinacdo da semente até a
senescéncia da planta (BALLARE; CASAL, 2000; TAKANO et al., 2001; RAJCAN et al.,
2004). Com isso, além de afetar o processo fotossintético, pode influenciar no
desenvolvimento vegetal, incluindo emissao de folhas.

A relacdo vermelho/vermelho distante influencia na atividade do fitocromo
(TAIZ; ZIEGER, 2006), uma proteina conjugada cuja relagdo entre a quantidade
existente na forma ativa e na forma inativa controla a formagao dos primérdios foliares,
o desenvolvimento de folhas primarias, abertura e fechamento dos foliolos, etc.

Casal et al. (1985) observaram influéncia da qualidade da luz na morfologia e
na dinamica do perfilhamento de L. multiflorum. Alta relagéo vermelho/vermelho distante
acarretou maior numero de perfilhos jovens, enquanto a reducdo na relagao
vermelho/vermelho distante reduziu a particdo de assimilados para os novos perfilhos,
aumentando este investimento para o alongamento dos perfilhos ja formados. Segundo
Frank e Hofman (1994), a ativacdo das gemas que constituirdo novos perfilhos esta
relacionada com a quantidade e qualidade da luz. A quantidade pode ser baixa ao
atravessar o perfil vegetal, chegando a base das hastes, sendo responsavel pela nao
ativacao destas gemas. Da mesma forma, a qualidade desta luz também ira afetar o
desenvolvimento das gemas se esta relacdo for alta. Assim, quanto mais densa a
populacado de plantas, maior é a quantidade de gemas que permanecem dormentes.

Portanto, pode-se afirmar que, possivelmente, o efeito da qualidade da luz pode ter
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influenciado no numero de folhas do cafeeiro, 0 que diretamente afetou sua area foliar,
reduzindo, assim, o processo fotossintético global das plantas de café.

Ainda é importante ressaltar que, possivelmente, a competicdo por agua nao foi
limitante para a cultura do café, uma vez que a condutancia estomatica unitéria foi
pouco aumentada em virtude da convivéncia com a planta daninha. Plantas em
competicao tendem a reduzir a condutancia estomatica quando submetidas a situagdes
limitantes de agua (CONCENCO et al., 2009), fato este que ndo ocorreu no presente
estudo. Além disso, Morais et al. (2008) observaram que plantas de café reduziram a
taxa fotossintética em condigbes de déficit hidrico. Portanto, caso houvesse limitagcao
desse recurso, o cafeeiro deveria limitar a abertura estomatica para diminuir a perda
d’agua, resultando em valores menores de conduténcia estomatica nas densidades
mais altas de capim-amargoso, além de diminuigdo na taxa fotossintética.

Segundo Schulze e Hall (1982), a forma como a taxa de fotossintese
relaciona-se com a condutdncia estomatica tem importancia ecoldgica, pois se
variarem proporcionalmente, numa relacédo linear, é possivel que a concentracao
interna de CO, e a eficiéncia do uso da &gua se mantenham constantes, ou
mesmo sejam aumentadas, no sentido de otimizagcao das trocas gasosas pela planta.
Nesse sentido, observou-se que a taxa de fotossintese relacionou-se com todas as
caracteristicas fotossintéticas unitarias e globais do cafeeiro linear e positivamente, ou
seja, os maiores valores de fotossintese foram observados quando os valores das
demais caracteristicas fotossintéticas também eram mais altos. No caso do processo
fotossintético unitario, pode-se perceber que quando o cafeeiro cresceu com
as densidades mais altas de capim-amargoso houve pequeno estimulo na
fotossintese, que pode ter sido possivel pelo fato do café ser uma planta de ambiente
sombreado. Ja no processo fotossintético global, as caracteristicas fotossintéticas
foram exponencialmente reduzidas com o0 aumento na densidade da planta
daninha, observando maiores valores dessas caracteristicas quando a cultura cresceu
livre da convivéncia com o capim-amargoso. Portanto, isto indica que, embora tenha o
cafeeiro otimizado suas trocas gasosas quando em convivéncia com densidades

mais altas de capim-amargoso, a reducdo na éarea foliar permitiu que o cafeeiro
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tivesse seu processo fotossintético global reduzido pela convivéncia com a planta
daninha.

Dessa maneira, como o processo fotossintético global do cafeeiro foi reduzido,
houve influéncia no crescimento vegetal, afetando caracteristicas como altura de
plantas, didmetro do caule e massa seca do caule, das folhas e da parte aérea das
plantas de café, além daquelas ja descritas.

Outro ponto a considerar € a competicdo por nutrientes. Observaram-se
reducdes nos teores de nitrogénio, potassio, calcio, magnésio e enxofre do cafeeiro em
funcdo do aumento na densidade de capim-amargoso, caracterizando a competicao por
elementos essenciais ao crescimento vegetal. Além disso, os acumulos de todos os
macronutrientes do cafeeiro foram reduzidos com o aumento na densidade da planta
daninha.

O teor de fosforo, contrariamente aos demais macronutrientes, aumentou quando
o cafeeiro foi mantido em convivéncia com densidades crescentes de capim-amargoso.
Plantas de café formam associa¢gdes micorrizicas com fungos do solo (COLOZZI
FILHO; CARDOSO, 2000; TRISTAO et al., 2006; COCHETO JUNIOR et al., 2010).
Além disso, sabe-se que gramineas também podem formar associacdes micorrizicas
com fungos do solo (SMITH; READ, 1997), resultando em possivel aumento na
absorcao de minerais do solo, como observado por Soares (2004) e Silva et al. (2006)
em B. decumbens, sugerindo que essa associagcdo possa também ocorrer em
capim-amargoso. O efeito benéfico mais marcante dessa associacdo é o aumento da
absorcao de nutrientes menos soluveis, como fésforo, zinco e cobre (CHU, 2005). Foi
comprovado que micorrizas sdao capazes de aumentar a solubilizagdo de fosfato mineral
no solo (COLOZZI FILHO; NOGUEIRA, 2007). Dessa maneira, o teor de fésforo pode
ter sido aumentado em funcdo de uma maior disponibilidade deste nutriente para a
absorcéao por plantas de café, propiciada pela solubilizacdo do fésforo no solo.

De maneira geral, com excecdo do célcio, o capim-amargoso apresentou
maiores teores de macronutrientes que o cafeeiro. Porém, de acordo com Pitelli (1985),
0 acumulo do nutriente expressa de maneira mais adequada a competicdo por

nutrientes do que a concentragdo do elemento mineral. Nesse sentido, observou-se que



37

uma planta de capim-amargoso acumulou 7,9%; 10,3%; 9,2%; 2,5%; 9,5% e 7,7% mais
nitrogénio, fosforo, potassio, célcio, magnésio e enxofre, respectivamente, que o
cafeeiro. Segundo Ronchi et al. (2007), esse fato é indicador de maior habilidade
competitiva por nutrientes apresentado pelas plantas daninhas.

Foi relatado que as plantas daninhas acumulam mais nutrientes que as culturas
agricolas, sendo, portanto, melhores competidoras (SINGH; SINGH, 1939; GALLO et
al., 1958; QASEM, 1992; RONCHlI et al., 2003; 2007). No caso do cafeeiro, Ronchi et al.
(2003; 2007) observaram que o grau de interferéncia variou em funcao da espécie e da
densidade de colonizacdo. Além disso, Ronchi et al. (2007) concluiram que a
competicdo por nutrientes reduz o crescimento inicial do cafeeiro, atrasando o
estabelecimento da cultura e retardando a maturidade das plantas de café.

E possivel inferir que as folhas foram mais sensiveis a interferéncia do
capim-amargoso que o caule do cafeeiro, uma vez que as caracteristicas que se
referem ao crescimento do caule do cafeeiro, como altura da planta e didmetro do
caule, foram reduzidas em menos de dez por cento, enquanto a reducdo das
caracteristicas que se referem as folhas, como nimero de folhas e area foliar, foi em
cerca de quarenta por cento. Essa inferéncia corrobora as observagoes feitas por Dias
et al. (2004; 2005) e Marcolini et al. (2009) em cafeeiro. Esse fato pode ser evidenciado
ainda pela reducao em dobro da massa seca das folhas em relacdo a massa seca do
caule. Toledo et al. (2001), Hernandez et al. (2002) e Dinardo et al. (2003) constataram
que as folhas sdo os érgaos das plantas mais sensiveis aos efeitos do aumento na
densidade de plantas daninhas. Isso ocorre devido a menor emissdao e/ou a queda
prematura das folhas, como evidenciado pela redu¢do do numero de folhas quando se
aumentou a densidade de capim-amargoso.

A redugédo no numero de folhas do cafeeiro com o aumento na densidade de
capim-amargoso permite ainda uma inferéncia importante no que se refere a
fotossintese global da planta, uma vez que esses 6rgdos sao 0s mais
fotossinteticamente ativos da planta. Assim, apesar de a assimilacdo de CO,, a taxa
transpiratéria e a condutancia estomatica da unidade foliar terem sido pouco afetadas

pela convivéncia com a planta daninha, pode-se afirmar que a taxa fotossintética global



38

da planta, por sua vez, foi reduzida em fungdo do menor nimero de folhas observado.
Esse fato pode ser ainda evidenciado pela redugao no acimulo de massa seca da parte
aérea do cafeeiro, mesmo havendo pouca influéncia no processo fotossintético unitario
do cafeeiro.

A interferéncia do capim-amargoso proporcionou aumento linear da area foliar
especifica do cafeeiro de acordo com o aumento na densidade de colonizagdo da
planta daninha. A area foliar especifica expressa, de maneira indireta, a espessura da
folha (BENINCASA, 2003). Nesse sentido, as folhas do cafeeiro tornaram-se maiores e
mais finas na medida em que se aumentou a densidade da planta daninha. Esse
comportamento foi semelhante ao observado em plantas cultivadas a pleno sol
(DICKISON, 2000; MORAIS et al., 2003).

Plantas de café crescendo sem convivéncia com a planta daninha, situacéo
semelhante a pleno sol, apresentaram folhas mais espessas. Esse fato pode ser
atribuido a maior espessura da parede celular, da cuticula e do mesdfilo foliar,
caracterizando o desenvolvimento de reforcos mecéanicos para evitar a perda de agua
(MORAIS et al., 2003). Essas folhas sdo também mais rusticas, apresentando forte
compactacdo mesofilica, com abundante parénquima palicadico em relagdo ao
lacunoso, muitos tecidos mecanicos como colénquima e esclerénquima, além de
grande espessamento cuticular (MEDRI; PEREZ, 1980).

Além disso, o aumento na area foliar especifica pode proporcionar maior e
melhor interceptacdo da energia solar (MORAIS et al., 2003). Neste experimento, a
convivéncia do capim-amargoso acarretou maior area foliar especifica do cafeeiro,
induzindo, no entanto, ao aumento pouco significativo na atividade fotossintética
unitaria. Assim, o processo fotossintétivo global foi reduzido em fungéo da limitacdo de
outros recursos do meio e da reducdo na area foliar total da planta.

A quantidade total de massa seca acumulada pela planta € reflexo direto da
producao fotossintética liquida global da planta somada a quantidade de nutrientes
minerais absorvidos (ENGEL; POGGIANI, 1990). Como se relatou anteriormente, a
competicdo por quantidade de luz absorvida (ndo a qualidade) e a competi¢cdo por agua

podem nao ter sido limitantes ao desenvolvimento do cafeeiro. Assim, infere-se que a
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competicdo por nutrientes tenha sido o fator mais limitante para o crescimento do
cafeeiro, uma vez que houve reducao nos teores de quase todos 0os macronutrientes e
no acumulo dos macronutrientes.

Por fim, a densidade critica para interferéncia de capim-amargoso foi
determinada em fungdo do acumulo da massa seca na parte aérea do cafeeiro, uma
vez que expressa a consequéncia final da interferéncia das plantas daninhas no
crescimento inicial da cultura. Sendo assim, como o acumulo de massa seca do
cafeeiro foi reduzido exponencialmente com o aumento na densidade da planta
daninha, ressalta-se que a presenga de apenas uma planta de capim-amargoso
convivendo com o cafeeiro € capaz de reduzir seu crescimento inicial.

Nao foram encontrados trabalhos a respeito da densidade critica de capim-
amargoso em cafezal, porém Dias et al. (2004) e Marcolini et al. (2009) concluiram que
a partir da densidade de oito plantas de B. decumbens por metro quadrado, equivalente
aproximadamente a 4 plantas cova' de capim-amargoso, as caracteristicas de
crescimento, numero de folhas, area foliar e massa seca de caule e folhas, foram
reduzidas significativamente. Ronchi et al. (2006; 2007) relataram redugcbes maiores de
70% na area foliar e na massa seca da parte aérea do cafeeiro convivendo com cerca

de 77 plantas m? de B. decumbens, B. pilosa, C. diffusa e R. brasiliensis.
Conclusoes

1) A taxa fotossintética da unidade foliar pouco foi afetada pela convivéncia com
capim-amargoso, mas o0 processo fotossintético global do cafeeiro foi
reduzido, influenciando no crescimento inicial da cultura.

2) A nutricdo mineral do cafeeiro foi afetada negativamente pela convivéncia
com capim-amargoso, influenciando no crescimento inicial da cultura.

3) O crescimento inicial do cafeeiro foi reduzido em virtude da convivéncia com
capim-amargoso.

4) A densidade critica para interferéncia de capim-amargoso em cafeeiro foi de

uma planta por cova.



CAPITULO 3 - EFEITOS CAUSADOS PELA EXPOSICAO DE PLANTAS JOVENS DE
CAFE AO HERBICIDA GLYPHOSATE

RESUMO - O glyphosate € o herbicida mais utilizado para controle de plantas daninhas
na cultura do café. Porém, devido a nado-adequacédo das tecnologias de aplicacao,
podem surgir problemas de deriva, afetando, assim, a cultura do café. Objetivou-se
avaliar os efeitos da aplicacdo de doses crescentes de glyphosate na fotossintese, na
nutricdo mineral e no crescimento inicial do cafeeiro. Os tratamentos constaram da
aplicacdo de glyphosate nas doses de 0, 180, 360, 720, 1.440 e 2.880 g e.a. ha”,
diretamente sobre plantas de café com 10 e 45 dias apés o transplante (DAT), visando
simular situacdées de deriva ou aplicacdo acidental. O experimento foi conduzido em
vasos, sendo os tratamentos distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
com seis (fotossintese) e trés (nutricAdo e crescimento) repeticoes. O processo
fotossintético do cafeeiro, no geral, foi estimulado com a aplicacdo de sub-doses de
glyphosate e reduzido em doses mais altas, ao menos até duas semanas depois da
aplicagdo, em plantas com 10 e 45 DAT. Porém, o efeito estimulante sobre a
fotossintese foi dependente do estadio da planta no momento da aplicagdo, sendo
maior em plantas com 45 DAT. Os teores de fésforo, magnésio e enxofre foram
reduzidos em funcdo da aplicacdo de doses crescentes de glyphosate. Porém, o
efeito da aplicacdo do glyphosate sobre a nutrigdo mineral do cafeeiro foi pouco
influenciado pelo estadio da planta no momento da aplicacdo. A resposta do
crescimento inicial de plantas de café a aplicagcdo de glyphosate foi dependente do
estadio da planta no momento da aplicagdo. Plantas mais jovens, com 10 DAT, nao
apresentaram estimulo no crescimento inicial quando expostas a sub-doses de
glyphosate, porém, quando a aplicacao foi feita em estadio mais avancado, 45 DAT,

houve estimulo do crescimento.

Palavras-chave: Coffee arabica, glyphosate, deriva, fotossintese, nutricdo mineral,

crescimento.
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Introducao

O glyphosate é um dos principais herbicidas utilizados em lavouras de café no
Brasil. Contudo, seu uso nem sempre obedece as recomendacdes de aplicagédo e as
normas de seguranga. Em virtude disso, aplica¢des acidentais ou deriva podem ocorrer,
expondo a cultura, e mesmo as culturas vizinhas, ao risco de danos causados pela
intoxicagdo com o herbicida, dependendo da concentracao e da quantidade de principio
ativo que atinge as plantas (ROIDER et al., 2007; 2008; SANTOS et al., 2007).

Plantas jovens de café sao muito sensiveis a interferéncia de plantas daninhas
que ocorrem na linha de plantio, podendo ter seu crescimento e ciclo reprodutivo
comprometidos caso o controle ndo seja efetuado em tempo habil (RONCHI; SILVA,
2003). No entanto, o manejo das plantas daninhas na linha de plantio do café torna-se
dispendioso quando se usa o controle manual, pelo baixo rendimento operacional e alto
custo por area (FRANCA et al., 2010). Uma alternativa a esse problema é o controle
quimico, mas poucos sao os produtos registrados com comprovada seletividade a
cultura (RONCHI; SILVA, 2003).

A aplicacdo de herbicidas nao-seletivos, caso do glyphosate, € uma opgéao no
manejo das plantas daninhas na linha de plantio, porém h& necessidade de se utilizar
protecao, como barreiras fisicas, evitando o contato das gotas aspergidas com a planta
da cultura e pontas com inducdo de ar (FRANCA et al., 2010). Também devem ser
tomados cuidados com a pressao de trabalho do pulverizador, bem como com a altura
da barra, velocidade de operagéo e do vento na hora da aplicacao (FREITAS et al.,
2005; COSTA et al., 2007; FERREIRA et al., 2007). Todavia, apesar de varios estudos
sobre essa tecnologia de aplicagcdo, sao constatados muitos casos de intoxicagao de
plantas devido a deriva (RODRIGUES et al., 2003; RONCHI; SILVA, 2004).

Como ha poucas informacdes a respeito da aplicacao de glyphosate em cafeeiro,
a hipo6tese levantada neste capitulo foi que plantas jovens de café apresentariam
comportamento fotossintético, nutricional e de crescimento diferenciado quanto a deriva
ou aplicacao acidental simulada de glyphosate, dependendo do estadio em que as

plantas fossem expostas ao herbicida.
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Objetivou-se avaliar os efeitos da aplicacao de doses crescentes de glyphosate
no processo fotossintético, no teor de nutrientes e no crescimento inicial do cafeeiro,
para estudar o comportamento de plantas de café submetidas a exposi¢ao ao herbicida

em dois estadios de crescimento.
Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no DBAA, da FCAV/UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP, Brasil, durante o periodo de outubro de 2009 a fevereiro de 2010.

Em todos os experimentos, foram utilizadas mudas de cafeeiro C. arabica cv.
Catuai Vermelho I|AC-144, as quais foram obtidas em viveiros certificados e
transplantadas quando apresentavam de 4 a 5 pares de folhas totalmente expandidas.
O crescimento das plantas ocorreu sob condigdes ambientais em area experimental da
referida instituicdo de ensino e pesquisa.

Como unidade experimental, foram utilizados vasos de plastico com capacidade
para 7 L, preenchidos com uma mistura de terra e esterco bovino na proporgéo 3:1
(viv). A terra utilizada provinha de Latossolo Vermelho de textura argilosa. Para todos
0s experimentos, as caracteristicas quimicas da terra utilizada eram: pH (CaCly) igual a
5,1; 20,0 g dm™ de MO; 26,0 mg dm™ de P (resina); além de 1,9; 23,0; 14,0; 25,0; 38,9
e 63,9 mmol. dm™ de K, Ca, Mg, H+Al, SB e T, respectivamente; e V de 61%.

O substrato foi fertilizado com 3 g vaso™ da formulagdo NPK (Heringer, 4-14-8,
Brasil), apds o transplante das mudas, e foi periodicamente regado duas a trés vezes
ao dia, ou quando necessério, exceto em dias chuvosos. Tratamentos fitossanitarios
também foram feitos, preventivamente, utilizando os mesmos produtos descritos no
item Material e Métodos do Capitulo 2.

Em todos os experimentos, os tratamentos experimentais referiram-se a doses
de glyphosate aplicadas diretamente sobre as plantas jovens de café. Utilizou-se da
formulacdo comercial de glyphosate (Monsanto, Roundup Original®, Brasil), com 48%
(m/v) de ingrediente ativo [sal de isopropilamina de N-(fosfonometil)-glicina] e 36% do

equivalente acido de N-(fosfonometil)-glicina. As doses utilizadas foram de 0, 180, 360,
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720, 1.440 e 2.880 g e.a ha', simulando situacdes de deriva e/ou aplicagéo acidental
do herbicida. O glyphosate foi aplicado com pulverizador costal, a pressdo constante
(mantida por CO» comprimido) de 1,90 kgf cm™, munido de barra com dois bicos de jato
plano (Teedet, 80.02, EUA), mantido a 50 cm de distancia do alvo, com consumo de
calda equivalente a 200 L ha™.

Para a avaliacdo do comportamento fotossintético do cafeeiro submetido a
aplicacao de glyphosate, dois experimentos foram realizados. No primeiro, o herbicida
foi aplicado sobre plantas com 10 DAT e no segundo, sobre plantas com 45 DAT. Os
tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticdes para cada experimento. As avaliagbes ocorreram aos 2 e 14 dias apds a
aplicagdo do herbicida (DAA). Em cada época de avaliagdo, foi feita medida em uma
folha do segundo par de folhas totalmente expandidas (plantas com 10 DAT) ou em
uma folha do primeiro par de folhas apds o primeiro ramo lateral emitido (plantas com
45 DAT).

Para a avaliagdo do crescimento e da nutricdo mineral do cafeeiro submetido a
aplicacao de glyphosate, dois experimentos foram realizados. Em um primeiro
experimento, o herbicida foi aplicado sobre plantas com 10 DAT e no segundo
experimento, sobre plantas com 45 DAT. Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticoes. As avaliagdes ocorreram
aos 60 DAA.

As avaliacGes das caracteristicas fotossintéticas, de crescimento e de nutricao
mineral foram semelhantes aquelas realizadas no Capitulo 2 para o cafeeiro, descrita
no item Material e Métodos do referido capitulo.

Os dados de todas as caracteristicas avaliadas foram submetidos a analise de
regressdao em funcdo da dose aplicada do herbicida glyphosate. Além disso, foram
também submetidos a analise de regressdo os dados da taxa fotossintética em fungao
da taxa transpiratéria, da condutancia estomatica e da concentrag¢ao interna de CO, na
folha do cafeeiro.

As andlises de regressdo foram processadas por meio do programa

computacional SigmaPlot (Systat Software, versdo 10.0, EUA).
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Resultados

Sintomas de intoxicacao

Sintomas visuais de intoxicacdo por glyphosate ndo foram observados aos
2 DAA e 14 DAA, em nenhuma dose aplicada, tanto em plantas de café com 10 DAT
quanto com 45 DAT no momento da aplicacdo. Contudo, a 30 DAT, plantas submetidas
a aplicacdo de doses de 1.440 e 2.880 g e.a. ha de glyphosate apresentaram sintomas
de intoxicagdo apenas nas folhas mais novas, caracterizados por clorose severa,
crescimento reduzido, deformacéo e espessamento foliar (Figura 1B do Apéndice B).
Nas doses mais baixas, entretanto, tanto plantas com 10 DAT quanto com 45 DAT, nao
apresentaram sintomas de intoxicacdo por glyphosate. Esses sintomas corroboraram

aqueles descritos por Nelson (2008).

Processo fotossintético

Aos 2 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
taxa de fotossintese (6,86 pmol CO, m? s™') na dose de 301 g e.a. ha”, enquanto a
menor taxa fotossintética (4,74 pmol CO, m? s') foi observada a partir da dose de
752 g e.a. ha' (Figura 16). J4 plantas com 45 DAT apresentaram maior taxa de
fotossintese (8,16 pmol CO, m? s') na dose de 443 g e.a. ha™', enquanto a menor taxa
fotossintética (5,21 umol CO, m? s™) foi observada a partir da dose de 1.317 g e.a. ha™.
Portanto, para atingir o maximo estimulo na taxa de fotossintese, plantas com 45 DAT
tiveram que receber dose de glyphosate 1,5 vezes maior que aquelas com 10 DAT. Ja
a menor taxa fotossintética foi atingida com dose 1,8 vezes menor em plantas com
10 DAT.

Aos 14 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
taxa de fotossintese (6,90 pmol CO2 m? s™) na dose de 266 g e.a. ha, enquanto a
menor taxa fotossintética (4,42 pmol CO, m? s') foi observada a partir da dose de

687 g e.a. ha' (Figura 16). J4 plantas com 45 DAT apresentaram maior taxa de
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fotossintese (8,29 pmol CO, m? s™) na dose de 407 g e.a. ha™', enquanto a menor taxa
fotossintética (6,04 umol CO, m? s™) foi observada a partir da dose de 1.172 g e.a. ha™.
Portanto, para atingir o maximo estimulo na taxa de fotossintese, plantas com 45 DAT
tiveram que receber dose de glyphosate 1,5 vezes maior que aquelas com 10 DAT. Ja
a menor taxa fotossintética foi atingida com dose 1,7 vezes menor em plantas com
10 DAT.

® 10 DAT:y = 4,74 +2,12"exp(-0,50*((x-300,67)/130,88)"2) - R® = 0,99** ® 10 DAT:y = 4,42 + 2,46*exp(-0,50*((x-266,21)/123,27)"2) - R? = 0,99**
O  45DAT:y =521+ 2,95%exp(-0,50*((x-443,48)/253,44)2) - R® = 0,96** O 45DAT:y = 6,04 + 2,25*exp(-0,50*((x-407,05)/209,52)"2) - R? = 0,98**
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Figura 16. Fotossintese do cafeeiro submetido a aplicagéo de glyphosate aos 10 e 45 dias apds
o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias ap6s a aplicagdo. Jaboticabal, 2009-10.

Aos 2 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
taxa de transpiracdo (1,56 mmol H,O m? s”) na dose de 232 g e.a. ha, enquanto a
menor taxa (1,33 mmol H,O m? s foi observada a partir da dose de 575 g e.a. ha
(Figura 17). Ja plantas com 45 DAT apresentaram maior taxa de transpiragdo
(1,71 mmol HO m? s') na dose de 443 g e.a. ha', enquanto a menor taxa
transpiratéria (1,42 mmol H.O m? s™) foi observada a partir da dose de 1.205ge.a.ha™.
Portanto, para atingir o maximo estimulo na transpiracado, plantas com 45 DAT tiveram
que receber dose de glyphosate 1,9 vezes maior que aquelas com 10 DAT. Ja a menor
taxa transpiratéria foi atingida com dose 2,1 vezes menor em plantas com 10 DAT.

Aos 14 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
taxa de transpiracdo (1,52 mmol H,O m? s”) na dose de 277 g e.a. ha, enquanto a
menor taxa transpiratéria (1,25 mmol HO m? s™) foi observada a partir da dose de

752 g e.a. ha' (Figura 17). Ja plantas com 45 DAT apresentaram maior taxa de
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transpiracao (1,56 mmol H,O m?s™) na dose de 428 g e.a. ha™!, enquanto a menor taxa
transpiratéria (1,36 mmol H,O m? s') foi observada a partir da dose de
1.297 g e.a. ha™. Portanto, para atingir o maximo estimulo na taxa de transpiracéo,
plantas com 45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate 1,5 vezes maior que
aquelas com 10 DAT. Ja a menor taxa transpiratéria foi atingida com dose 1,7 vezes
menor em plantas com 10 DAT.

® 10 DAT:y = 1,33 + 0,23"exp(-0,50*((x-232,20)/107,38)"2) - R® = 0,98** ® 10DAT:y=1,25+0,27"exp(-0,50"((x-277,00)/142,65)"2) - Rz =099
1s | O 45DATIy=142.029%xp(0,50'((x-434,49)241,85)°2) - F* = 0,98 O  45DAT:y = 1,36 + 0,20*exp(-0,50*((x-427,62)/264,25)"2) - R? = 0,86"
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Figura 17. Transpiracdo do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos 10 e 45 dias
apéds o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias apés a aplicacdo. Jaboticabal, 2009-10.

Aos 2 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
condutancia estomatica (0,32 mol H,O m? s™') na dose de 262 g e.a. ha!, enquanto a
menor condutancia estomatica (0,22 mol H,O m? s™) foi observada a partir da dose de
699 g e.a. ha™' (Figura 18). Ja plantas com 45 DAT apresentaram maior condutancia
estomatica (0,37 mol H:O m? s) na dose de 441 g e.a. ha', enquanto a menor
condutancia estomatica (0,24 mol H,O m? s”) foi observada a partir da dose de
1.350 g e.a. ha™'. Portanto, para atingir o méaximo estimulo na condutancia estomatica,
plantas com 45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate 1,7 vezes maior que
aquelas com 10 DAT. Ja a menor condutancia estomatica foi atingida com dose
1,9 vezes menor em plantas com 10 DAT.

Aos 14 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
condutancia estomatica (0,21 mol H:O m? s™") na dose de 185 g e.a. ha™', enquanto a

menor condutancia estomatica (0,17 mol H,O m® s™) foi observada a partir da dose de
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628 g e.a. ha' (Figura 18). Ja plantas com 45 DAT apresentaram maior condutancia
estomatica (0,26 mol H:O m? s) na dose de 447 g e.a. ha', enquanto a menor
condutancia estomatica (0,20 mol H,O m? s”) foi observada a partir da dose de
1.573 g e.a. ha™. Portanto, para atingir o maximo estimulo na condutancia estomatica,
plantas com 45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate 2,4 vezes maior que
aquelas com 10 DAT. Ja a menor condutancia estomatica foi atingida com dose 2,5
vezes menor em plantas com 10 DAT.
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Figura 18. Condutancia estomatica do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos 10 e
45 dias ap6s o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias ap6s a aplicagdo. Jaboticabal,
2009-10.

Aos 2 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
concentracdo interna de CO; na folha (312 mol CO, m? s™') na dose de 347 g e.a. ha™,
enquanto a menor concentracdo interna de CO; na folha (249 mol CO; m? s™) foi
observada a partir da dose de 1.021 g e.a. ha™ (Figura 19). Ja plantas com 45 DAT
apresentaram maior concentragdo interna de CO; na folha (336 mol CO, m? s™) na
dose de 445 g e.a. ha!, enquanto a menor concentracdo interna de CO, na folha
(249 mol CO, m? s™) foi observada a partir da dose de 1.363 g e.a. ha™. Portanto, para
atingir o maximo estimulo na concentragdo interna de CO, na folha, plantas com
45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate 1,3 vezes maior que aquelas com
10 DAT. Do mesmo modo, a menor concentragao interna de CO; na folha foi atingida

com dose 1,3 vezes menor em plantas com 10 DAT.
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Aos 14 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
concentracao interna de CO, na folha (297 mol CO, m? s™) na dose de 282 g e.a. ha™,
enquanto a menor concentracdo interna de CO, na folha (234 mol CO, m? s™) foi
observada a partir da dose de 778 g e.a. ha™' (Figura 19). Ja plantas com 45 DAT
apresentaram maior concentragdo interna de CO; na folha (318 mol CO, m? s™) na
dose de 416 g e.a. ha', enquanto a menor concentracdo interna de CO, na folha
(274 mol CO, m? s™) foi observada a partir da dose de 1.408 g e.a. ha™. Portanto, para
atingir o maximo estimulo na concentragdo interna de CO, na folha, plantas com
45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate 1,5 vezes maior que aquelas com
10 DAT. Ja a menor concentragédo interna de CO, na folha foi atingida com dose
1,8 vezes menor em plantas com 10 DAT.

360 - 340 4
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Figura 19. Concentracdo interna de CO, na folha do cafeeiro submetido a aplicagdo de

glyphosate aos 10 e 45 dias ap6s o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias apés a
aplicacdo. Jaboticabal, 2009-10.
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Aos 2 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
eficiéncia no uso de agua pela planta (4,60 pmol CO, mmol H,O"') na dose de
364 g e.a. ha', enquanto a menor eficiéncia no uso de &gua pela planta
(3,56 pmol CO, mmol H,O') foi observada a partir da dose de 812 g e.a. ha™
(Figura 20). Ja plantas com 45 DAT apresentaram maior eficiéncia no uso de agua pela
planta (4,91 umol CO, mmol H.O"') na dose de 377 g e.a. ha', enquanto a menor

eficiéncia no uso de agua pela planta (3,71 pmol CO2 mmol H.O™) foi observada a partir
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da dose de 1.067 g e.a. ha'. Portanto, para atingir o maximo estimulo na eficiéncia no
uso de agua pela planta, plantas com 45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate
1,04 vezes maior que aquelas com 10 DAT. J& a menor eficiéncia no uso de agua pela
planta foi atingida com dose 1,3 vezes menor em plantas com 10 DAT.

Aos 14 DAA, plantas expostas ao glyphosate aos 10 DAT apresentaram maior
eficiéncia no uso de agua pela planta (4,60 pmol CO, mmol H,O"') na dose de
261 g e.a. ha', enquanto a menor eficiéncia no uso de Aagua pela planta
(3,56 pmol CO, mmol H,O') foi observada a partir da dose de 621 g e.a. ha™
(Figura 20). Ja plantas com 45 DAT apresentaram maior eficiéncia no uso de agua pela
planta (6,84 umol CO, mmol H>O™") na dose de 429 g e.a. ha', enquanto a menor
eficiéncia no uso de agua pela planta (4,42 umol CO, mmol H,O™") foi observada a partir
da dose de 1.218 g e.a. ha™'. Portanto, para atingir o maximo estimulo na eficiéncia no
uso de agua pela planta, plantas com 45 DAT tiveram que receber dose de glyphosate
1,6 vezes maior que aquelas com 10 DAT. Ja a menor eficiéncia no uso de agua pela
planta foi atingida com dose aproximadamente 2 vezes menor em plantas com 10 DAT.
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Figura 20. Eficiéncia no uso de 4gua pela planta de café submetida a aplicacao de glyphosate
aos 10 e 45 dias apds o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias ap6s a aplicagdo.
Jaboticabal, 2009-10.

Tanto na avaliagdo aos 2 DAA quanto aos 14 DAA, a taxa de fotossintese do
cafeeiro relacionou-se de maneira linear positiva com a taxa transpiratoria, a

condutancia estomatica e a concentracao interna de CO, na folha (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2. Relacdo linear da taxa de absorcdo de CO, global com a transpiracdo (E), a
condutancia estomatica (gs), a concentracao interna de CO, na folha (ci) e a eficiéncia no uso
de agua pela planta (A/E) de café submetido a aplicacido de glyphosate aos 10 e 45 dias apds o
transplante (DAT), na avaliaco feita aos 2 dias ap6s a aplicacdo. Jaboticabal, 2009-10.

Caracteristica y0 a R® p
10 DAT

E -4,02 6,59 0,99 < 0,01

gs 0,54 19,29 0,92 < 0,01

Ci -3,11 0,03 0,94 < 0,01
45 DAT

E -9,35 10,29 0,99 < 0,01

gs 0,34 20,24 0,96 < 0,01

Ci -2,74 0,03 0,98 < 0,01

Equacéo linear: y = y0 + ax.

Tabela 3. Relagdo linear da taxa de absor¢cdo de CO, global com a transpiragdo (E), a
condutancia estomatica (gs), a concentracdo interna de CO, na folha (ci) e a eficiéncia no uso
de 4gua pela planta (A/E) de café submetido a aplicagao de glyphosate aos 10 e 45 dias apés o
transplante (DAT), na avaliacdo feita aos 14 dias apés a aplicacéo. Jaboticabal, 2009-10.

Caracteristica yo a R? p
10 DAT

E -6,30 8,56 0,99 < 0,01

gs -2,14 39,15 0,86 0,02

Ci -3,84 0,04 0,98 < 0,01
45 DAT

E -4,07 7,42 0,97 < 0,01

gs -0,66 33,37 0,86 < 0,01

Ci -7,13 0,05 0,95 < 0,01

Equacéo linear: y = y0 + ax.

Aos 2 DAA, a eficiéncia quéantica do fotossistema Il do cafeeiro variou de 0,736 a
0,751 (plantas com 10 DAT) e de 0,741 a 0,764 (plantas com 45 DAT) (Figura 21),
porém nao foi possivel ajustar uma equacdo de regressao significativa para essa
caracteristica. A eficiéncia quantica do fotossistema Il do cafeeiro, avaliada aos 14 DAA,
variou de 0,677 a 0,740 (plantas com 10 DAT) e de 0,664 a 0,730 (plantas com 45 DAT)
(Figura 21), porém também nado foi possivel ajustar uma equagdo de regressao
significativa.

O teor relativo de clorofila total do cafeeiro, avaliado aos 2 DAA, variou de 46,9 a
47,6 UR (10 DAT) e de 49,8 a 50,5 UR (45 DAT) (Figura 22), porém nao foi possivel
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ajustar uma equacao de regressao para essa caracteristica. O teor relativo de clorofila
total do cafeeiro, avaliado aos 14 DAA, variou de 47,3 a 47,8 UR (plantas com 10 DAT)
e de 49,6 a 50,3 (plantas com 45 DAT), ndo sendo também possivel ajustar uma

equacao de regressao.
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Figura 21. Eficiéncia quantica do fotossistema Il do cafeeiro submetido a aplicacdo de
glyphosate aos 10 e 45 dias ap6s o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias apés a
aplicagéo. Jaboticabal, 2009-10.
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Figura 22. Teor relativo de clorofila total do cafeeiro submetido a aplicagcao de glyphosate aos
10 e 45 dias ap6s o transplante, avaliado aos 2 (A) e 14 (B) dias ap6s a aplicagdo. Jaboticabal,
2009-10.

Nutricdo mineral

O teor de nitrogénio variou de 19,0 a 20,0 g kg”' em plantas com 10 DAT e de
19,0 a 20,3 em plantas com 45 DAT (Figura 23), porém nao foi possivel ajustar uma
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equacao de regressao para a variacao dessa caracteristica em funcao do aumento na
dose do glyphosate.

O teor de fésforo apresentou reducédo sigmoidal em fungdo do aumento na
dose do glyphosate (Figura 23). De acordo com a equacdo de regressdo, o teor de
fosforo em plantas de café submetidas a aplicacdo de glyphosate foi reduzido de
1,9 para 1,6 g kg, tanto em plantas com 10 DAT e 45 DAT, nas doses de 0 e
2.880 g e.a. ha' de glyphosate. Isso indicou redugdo de 15,8% no teor de fésforo
devido a aplicacdo de 2.880 g e.a. ha” de glyphosate tanto em plantas de café com
10 DAT e 45 DAT.

O teor de potassio variou de 16,6 a 17,5 g kg™ (10 DAT) e de 16,6 a 17,48 g kg
(45 DAT) (Figura 23), também néo sendo possivel ajustar uma equagéao de regressao
para essa caracteristica.

O teor de célcio variou de 9,4 a 10,8 g kg™’ (10 DAT) e de 9,47 a 11,58 g kg
(45 DAT) (Figura 23), também nado sendo possivel ajustar uma equagéao de regressao
para essa caracteristica.

O teor de magnésio apresentou redugédo sigmoidal em funcdo do aumento na
dose do glyphosate (Figura 23). De acordo com a equagao de regressao, o teor de
magnésio em plantas de café submetidas a aplicacdo de glyphosate foi reduzido de
2,7 para 1,7 g kg’ (10 DAT) e de 2,8 para 1,9 g kg" (45 DAT), nas doses de 0 e
2.880 g e.a. ha” de glyphosate. Isso indicou reducdo de 37,0% e 32,1% no teor de
fésforo devido a aplicacdo de 2.880 g e.a. ha' de glyphosate em plantas com 10 DAT e
45 DAT, respectivamente.

O teor de enxofre apresentou reducao sigmoidal em fungdo do aumento na dose
do glyphosate em plantas com 10 DAT e exponencial em plantas com 45 DAT
(Figura 23). De acordo com a equacgao de regressao, o teor de enxofre em plantas de
café submetidas & aplicacdo de glyphosate foi reduzido de 0,40 para 0,34 g kg
(10 DAT) e de 0,43 para 0,37 g kg (45 DAT), nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha' de
glyphosate. Isso indicou reducédo de 15,0% e 14,0% no teor de enxofre devido a
aplicacdo de 2.880 g e.a. ha' de glyphosate em plantas com 10 DAT e 45 DAT,

respectivamente.
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Figura 23. Teor de macronutrientes em plantas de café submetidas a aplicagéo de glyphosate
aos 10 DAT e 45 DAT. Barras verticais indicam + o erro padrao da média. Curvas ajustadas
sobre os valores de 10 DAT e 45 DAT, conjuntamente. Jaboticabal, 2009-10.
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Crescimento

A altura de plantas de café aos 10 DAT foi reduzida sigmoidalmente (Figura 24).
Em plantas com 45 DAT, houve aumento da altura em doses baixas e redugdo nas
doses mais altas. De acordo com a equagao de regressao, a altura de plantas com 10
DAT foi reduzida de 38,3 para 35,0 cm, nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha' de
glyphosate, respectivamente, representando redugédo de 8,6%. Ja a altura de plantas
com 45 DAT foi maior (50,5 cm) quando aplicado 738 g e.a ha de glyphosate, sendo
reduzida a 41,7 cm na maior dose. Portanto, houve aumento de 21,0% e reducédo de
10,8% na altura de plantas com 45 DAT, em relacao a testemunha.

41 - y = 35,00 + 3,29/(1 + exp(-(x-1196,08)/-284,69)) 541 Y = 41,59 + 8,95%exp(-0,50"((x-738,15)/699,47)"2)
R%=0,99** R* = 0,99**
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Figura 24. Altura de plantas de café submetidas a aplicacao de glyphosate aos 10 DAT (A) e 45
DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.
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O diametro do caule do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos
10 DAT foi reduzido sigmoidalmente (Figura 25). J& em plantas com 45 DAT, houve
aumento do didmetro do caule em doses baixas e reducao nas doses mais altas. De
acordo com a equacao de regressao, o diametro do caule das plantas com 10 DAT foi
reduzido de 6,9 para 6,1 mm, nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha' de glyphosate,
respectivamente, representando reducéo de 11,6%. Ja o diametro do caule das plantas
com 45 DAT foi maior (10,2 mm) quando aplicado 416 g e.a ha™ de glyphosate, sendo
reduzido a 7,7 mm na maior dose. Portanto, houve aumento de 17,7% e reducéo de
11,6%, em relacao a testemunha sem aplicagao.
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Figura 25. Diametro do caule do cafeeiro submetido a aplicacao de glyphosate aos 10 DAT (A)
e 45 DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.

O numero de folhas do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos
10 DAT foi reduzido sigmoidalmente (Figura 26). Ja em plantas com 45 DAT, houve
aumento do numero de folhas em doses baixas e reducdo nas doses mais altas. De
acordo com a equagao de regressdo, o numero de folhas das plantas com 10 DAT foi
reduzido de 47 para 33 unidades, nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha" de glyphosate,
respectivamente, representando reducao de 29,8%. Ja o numero de folhas das plantas
com 45 DAT foi maior (95 unidades) quando aplicado 620 g e.a ha™' de glyphosate,
sendo reduzido a 61 unidades na maior dose. Portanto, houve aumento de 28,3% e
reducdo de 17,5% no numero de folhas de plantas com 45 DAT, em relagdo a
testemunha sem aplicagao do herbicida.

A area foliar do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos 10 DAT foi
reduzida sigmoidalmente (Figura 27). Ja em plantas com 45 DAT, houve aumento da
area foliar em doses baixas e reducao nas doses mais altas. De acordo com a equacao
de regressao, a area foliar das plantas com 10 DAT foi reduzida de 1.143,4 para
533,0 cm? nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha' de glyphosate, respectivamente,
representando reducao de 53,4%. Ja a area foliar das plantas com 45 DAT foi maior

(2.577,8 c¢cm? quando aplicado 536 g e.a ha

de glyphosate, sendo reduzido a
1.078,7 ¢cm? na maior dose. Portanto, houve aumento de 38,6% e reducdo de 42,0%,

em relacéo a testemunha sem aplicacao.
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Figura 26. Nimero de folhas do cafeeiro submetido a aplicacao de glyphosate aos 10 DAT (A)
e 45 DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.
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Figura 27. Area foliar do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos 10 DAT (A) e 45
DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.

A massa seca do caule do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos
10 DAT foi reduzida sigmoidalmente (Figura 28). J& em plantas com 45 DAT, houve
aumento da massa seca do caule em doses baixas e redugdo nas doses mais altas. De
acordo com a equacgao de regressdo, a massa seca do caule das plantas com 10 DAT
foi reduzida de 11,10 para 7,71 g planta”, nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha" de
glyphosate, respectivamente, representando reducédo de 30,5%. Ja a massa seca do
caule das plantas com 45 DAT foi maior (16,98 g planta’) quando aplicado
488 g e.a ha de glyphosate, sendo reduzido a 8,76 g planta™ na maior dose. Portanto,
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houve aumento de 24,2% e reducdo de 35,9%, em relacdo a testemunha sem

aplicacao.
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Figura 28. Massa seca do caule do cafeeiro submetido a aplicacao de glyphosate aos 10 DAT
(A) e 45 DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.

A massa seca das folhas do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos
10 DAT foi reduzida sigmoidalmente (Figura 29). J& em plantas com 45 DAT, houve
aumento da massa seca das folhas em doses baixas e reducao nas doses mais altas.
De acordo com a equacdo de regressdao, a massa seca das folhas de plantas com
10 DAT foi reduzida de 10,04 para 5,05 g planta™, nas doses de 0 e 2.880 g e.a. ha™ de
glyphosate, respectivamente, representando redugéo de 49,7%. J& a massa das folhas
de plantas com 45 DAT foi maior (19,90 g planta™) quando aplicado 530 g e.a ha™ de
glyphosate, sendo reduzida a 8,56 g planta” na maior dose. Portanto, houve aumento
de 30,8% e reducéo de 43,7%, em relagédo a testemunha sem aplicagéo.

A massa seca da parte aérea do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate
aos 10 DAT foi reduzida sigmoidalmente (Figura 30). J4 em plantas com 45 DAT, houve
aumento da massa seca da parte aérea em doses baixas e reducao nas doses mais
altas. De acordo com a equacédo de regressdo, a massa seca da parte aérea das
plantas com 10 DAT foi reduzida de 19,15 para 10,76 g planta”, nas doses de 0 e
2.880 g e.a. ha' de glyphosate, respectivamente, representando reducdo de 43,8%. Ja
a massa seca da parte aérea das plantas com 45 DAT foi maior (36,84 g planta™)
quando aplicado 513 g e.a ha™' de glyphosate, sendo reduzida a 17,28 g planta™ na
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maior dose. Portanto, houve aumento de 27,4% e reducao de 40,2%, em relacdo a

testemunha sem aplicaggo.
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Figura 29. Massa seca das folhas do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos 10 DAT
(A) e 45 DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.
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Figura 30. Massa seca da parte aérea do cafeeiro submetido a aplicacdo de glyphosate aos
10 DAT (A) e 45 DAT (B). Jaboticabal, 2009-10.

Discussao

De maneira geral, o processo fotossintético do cafeeiro foi estimulado pela
aplicacdo de sub-doses de glyphosate, havendo, no entanto, resposta diferenciada
quando a exposicao ao herbicida ocorreu aos 10 DAT e 45 DAT. Plantas com 45 DAT
apresentaram o pico de maior estimulo em doses pouco mais altas que aquelas com
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10 DAT. Além disso, os valores da taxa de fotossintese, da taxa de transpiracdo, da
condutancia estomatica, da concentracao interna de CO, na folha e da eficiéncia no uso
de agua pela planta (especialmente aos 14 DAA) foram mais altos em plantas com
45 DAT. Contudo, com aplicagdo de doses mais altas, o processo fotossintético do
cafeeiro foi reduzido tanto em plantas com 10 DAT quanto 45 DAT.

Machado et al. (2010) observaram estimulo na taxa de fotossintese e na
eficiéncia no uso de agua por plantas de eucalipto submetidas a aplicacdo de sub-
doses de glyphosate, aos 21 DAA, mas para as demais caracteristicas fotossintéticas
esse estimulo nao foi verificado. Cedergreen e Olesen (2010) verificaram estimulo na
fotossintese de plantas de cevada quando expostas a sub-doses de glyphosate, sendo
que esse efeito persistiu até a colheita.

O estimulo do processo fotossintético nas plantas de café pode ser evidenciado
analisando-se a relacdo entre a taxa de fotossintese e as outras caracteristicas
fotossintéticas. A taxa de fotossintese, tanto aos 2 DAA quanto aos 14 DAA, das
plantas com 10 DAT e 45 DAT no momento da aplicacao do glyphosate, relacionou-se
de maneira linear positiva com a taxa transpiratoria, a condutancia estomatica e a
concentracdo interna de CO, na folha. Assim, os maiores valores da taxa de
fotossintese foram observados quando ocorreram o0s maiores valores também das
outras caracteristicas fotossintéticas.

Como ja foi comentado, segundo Schulze e Hall (1982), a forma como a taxa de
fotossintese relaciona-se com a condutancia estomatica tem importancia ecologica, pois
se variarem proporcionalmente, numa relacdo linear, é possivel que a concentracao
interna de CO, e a eficiéncia do uso da agua se mantenham constantes, ou mesmo
sejam aumentadas, no sentido de otimizacao das trocas gasosas. Isso permite afirmar
que as plantas de café otimizaram as trocas gasosas quando foram expostas a sub-
doses de glyphosate, ao menos até 14 DAA, no sentido de estimular seu processo
fotossintético.

Gravena et al. (2009), no entanto, ndo observaram efeito estimulante, tampouco
reducdo, do processo fotossintético de plantas de citros submetidas a aplicacao de até

720 g e.a. ha'' de glyphosate. Olesen e Cedergreen (2010), por outro lado, observaram
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reducao da taxa de fotossintese em plantas de cevada submetidas a doses maiores de
100 g e.a. ha' de glyphosate. Zobiole et al. (2010a,b,c) também verificaram efeito
negativo da aplicacdo de glyphosate sobre o processo fotossintético de plantas de soja.
Isso sugere que o efeito hormético pode estar relacionado a espécie, ou mesmo as
condicdes do ambiente.

A eficiéncia quéantica do fotossistema Il e o teor relativo de clorofila total
praticamente nao foram influenciados pelo aumento na dose do glyphosate. Isto
evidencia que a quantidade de luz absorvida pela planta pode nao ter influenciado no
processo fotossintético do cafeeiro. Resultados semelhantes foram observados em
plantas de citros (GRAVENA et al., 2009). Olesen e Cedergreen (2010) também nao
constataram efeito de doses crescentes de glyphosate sobre a eficiéncia quéantica do
fotossistema Il em plantas de cevada. Meschede et al. (2007) e Silva et al. (2009), por
outro lado, constataram reducdo no teor de clorofila em cana-de-acucar devido a
aplicacao do glyphosate, assim como Magalhaes et al. (2001), em sorgo.

Os processos que acarretam o aumento na atividade fotossintética de plantas
submetidas a aplicacdo de sub-doses de glyphosate ndo séo claramente conhecidos.
Alteracbes na taxa de fixacdo de carbono, no teor de acido chiquimico e na
translocacdo de carboidratos podem influenciar na ocorréncia deste fendmeno
(CEDERGREEN; OLESEN, 2010).

O aumento na taxa de fixagdo de carbono pode ser causado pelo aumento na
quantidade de luz absorvida pela planta ou pelo aumento na eficiéncia de fixagdo de
carbono (CEDERGREEN; OLESEN, 2010). A absor¢do de luz, neste caso,
possivelmente nao influenciou na fixagdo de carbono uma vez que a eficiéncia quantica
do fotossistema Il nao foi afetada pela aplicagdo de glyphosate. Portanto, um aumento
na eficiéncia de fixacdo de carbono poderia explicar o aumento na taxa de fixacao do
carbono. A eficiéncia na fixagdo de carbono, por sua vez, poderia ser aumentada por
meio do aumento na condutancia estomatica (PURRINGTON; BERGELSON, 1999),
como foi observado nesta pesquisa. A conduténcia estomatica é, primariamente,
regulada por fitohormonios como acido abscisico, citocinina e giberelinas (LARCHER,

2003), facilitando o transporte de CO, pela parede celular (FLEXAS et al., 2008), o que
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explicaria também o aumento na concentragao interna de CO; na folha verificado nesta
pesquisa.

A eficiéncia na fixacao de carbono, também, poderia ser aumentada por meio do
aumento na atividade de carboxilacdo da enzima ribulose-bifosfato (Rubisco), do
aumento na regeneragao da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) ou do aumento na taxa de
uso de triose-fosfato, no ciclo de Calvin-Benson (SHARKEY et al.,, 2007). Essas
situacdes podem ocorrer quando ha aumento no transporte de agucares para tecidos
dreno e resulta no aumento da taxa de saturacao fotossintética de luz e CO, no tecido
fonte, o que estimularia a absorcao de luz e CO, (PEGO et al., 2000; AINSWORSTH,;
ROGERS, 2007; BERGER et al., 2007). Por outro lado, quando ndo ha transporte de
acucares para os tecidos dreno, ocorre aumento na concentracdo destes compostos
nos tecidos fontes e a fixacdo de carbono é reduzida, pois ocorre estimulo para a
atividade de oxidacao da Rubisco, aumentando a fotorrespiracéo.

Esse transporte de carboidratos, de certa maneira, pode ser influenciado pela
aplicacdo de doses subletais de glyphosate, por meio de mecanismos ainda nao
conhecidos (CEDERGREEN, 2008; CEDERGREEN; OLESEN, 2010). No entanto,
supde-se que a atividade da enzima invertase acida, que catalisa a hidrolise de
sacarose para glicose e frutose, e a propor¢do de sacarose, glicose e frutose podem
desempenhar uma funcao importante (SU et al., 1992), uma vez que McCormick et al.
(2006) encontraram correlagdo negativa entre a concentracdo dessas hexoses nas
folhas fonte e a taxa de saturacao fotossintética de luz e CO.. Especula-se que a
proporcao entre os diferentes tipos de agucares, mais que a concentracao atual destes,
também desempenhe uma funcdo importante na regulacdo da taxa fotossintética
(JANG; SHEEN, 1994; BERGER et al., 2007).

Sabe-se que o glyphosate inibe a via do chiquimato. Aproximadamente, 20% do
carbono fixado pelas plantas verdes estdo presentes nesta via metabdlica
(CEDERGREEN; OLESEN, 2010), com grande quantidade de produtos finais, como
vitaminas, ligninas, alcaléides, flavondides, auxina, etc. (COBB, 1992). O chiquimato
deriva indiretamente da eritrose-4-fosfato, que, por sua vez, € composto intermediario

para a regeneragao da ribulose-1,5-bifosfato no ciclo de Calvin-Benson e para a via das
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pentoses fosfato (TAIZ; ZEIGER, 2006). Portanto, teoricamente, a inativagcao da via do
chiquimato tende a estimular o acimulo de triose-fosfato, produzido no ciclo de Calvin-
Benson, o que estimularia a atividade de oxidacdo da Rubisco, reduzindo a
fotossintese.

Contudo, Velini et al. (2008) observaram que, em plantas de algumas espécies
vegetais susceptiveis ao glyphosate que foram expostas a sub-doses do herbicida,
ocorreu aumento na concentracdo de acido chiquimico, assim como estimulo do
crescimento. Além disso, alguns estudos mostraram estimulo na condutancia foliar, na
fixacdo de '*C e no acimulo de biomassa em plantas submetidas a tratamento de
sementes ou pulverizagdo com &cido chiquimico (ALDESUQUY; IBRAGHIM, 2000;
IBRAHIM; ALDESUQUY, 2003). Dessa maneira, 0 aumento no conteludo de acido
chiquimico pode ter efeito direto no estimulo na fotossintese e no crescimento vegetal,
através de mecanismos ainda ndo conhecidos (CEDERGREEN; OLESEN, 2010).

Uma possivel explicacdo é que o acumulo de acido chiquimico reduziria o pH
nos tecidos fonte, e, com essa acidificacdo, a atividade de carboxilagdo da Rubisco
seria ativada. Quando ha acumulo de agucares em tecidos fonte, o pH do meio é
aumentado, e, assim, a fotossintese, € reduzida, pois ha aumento na atividade de
oxidacdo da Rubisco. Com esse aumento do pH, alguns sinalizadores (ndo conhecidos)
seriam ativados, estimulando a exportacdao destes acgucares para os tecidos dreno, re-
acidificando o meio. Dessa maneira, com a saida dos acUcares, a atividade de
carboxilagdo da Rubisco seria ativada, aumentando taxa de fixagcao de carbono.

A nutricdo mineral do cafeeiro, em parte, foi afetada pela aplicagdo do
glyphosate. Teores de fésforo, magnésio e enxofre foram reduzidos com o aumento na
dose de glyphosate. Porém, o efeito da aplicacdo de glyphosate na nutricdo mineral das
plantas de café foi pouco dependente do estadio da planta no momento da aplicacao,
ou seja, plantas com 10 DAT e 45 DAT responderam de maneira quase similar a
exposicao ao herbicida.

Estudando o efeito da aplicagao de sub-doses de glyphosate em plantas de café,
Franca (2009) observou reducdo nos teores foliares de nitrogénio, fésforo e potassio,

além de alguns micronutrientes, e que essa reducéao foi dependente da cultivar utilizada
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e da época de avaliacdo. Reducgao no teor foliar de nitrogénio também foi verificado por
Zablotowicz e Reddy (2007) em plantas de soja tratadas com sub-dose de glyphosate
e, do mesmo modo, por Sword et al. (1998) em Pinus. Cakmak et al. (2009) verificaram
reducdo nos teores foliares de célcio e magnésio em soja. Por outro lado, Franga
(2009) observou aumento no teor foliar de calcio em cafeeiro submetido a aplicagéo de
sub-doses de glyphosate, assim como Santos et al. (2007) em tomate. Além disso,
Rabello et al. (2010) ndo observaram reducdo no teor foliar de fésforo em feijao aos
10 DAA, porém aos 20 DAA houve reducao. Cakmak et al. (2009) verificaram aumento
do teor de fésforo em folhas jovens de soja, enquanto em folhas velhas ndo houve
efeito significativo da aplicacédo de glyphosate.

Supde-se que a reducao nos teores de fésforo, magnésio e enxofre observada
em cafeeiro submetido a aplicagao de glyphosate, principalmente em doses mais altas,
ocorreu em funcdo de uma menor absorcdo dos nutrientes pelas raizes e/ou a uma
possivel complexagao de certos nutrientes com a molécula de glyphosate dentro das
raizes da planta, reduzindo sua translocacao para a parte aérea, uma vez que a analise
nutricional foi feita apenas na parte aérea do cafeeiro.

A menor absorcdo dos nutrientes do solo pode acontecer, uma vez que o
glyphosate é transportado rapidamente para as raizes, limitando seu crescimento e,
possivelmente, a absorcao, especialmente, dos nutrientes que sdo pouco méveis no
solo, como fésforo e potassio, cuja absor¢ao ocorre principalmente por difusdo, além de
célcio e magnésio, cuja participacdo da interceptacdo radicular € importante no
processo de absorcao. Isto explicaria a menor absorcao de fésforo e magnésio.

Além disso, sabe-se que a absorgao de nutrientes por fluxo de massa € regulada
pela abertura estomatica. Assim, como foi observado que nas doses mais altas de
glyphosate a condutancia estomatica foi limitada, espera-se que a absorcdo dos
nutrientes absorvidos preferencialmente por essa via seja reduzida. Nitrogénio, calcio,
magnésio e enxofre, nutrientes absorvidos por fluxo de massa, portanto, deveriam ser
menos absorvidos. Esse fato explicaria a menor absorcao do magnésio e do enxofre.

Outro fator envolvido pode ser o fato do glyphosate transportado para as raizes

formar complexos metdlicos com certos nutrientes, limitando o transporte destes
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nutrientes para a parte aérea das plantas. Embora tenham sido relatados estes e outros
efeitos do glyphosate sobre a concentracdo de macronutrientes em plantas, ndo se
conhece a relacdo que estes nutrientes tém com o glyphosate que penetra na planta.
Porém, sabe-se que o glyphosate apresenta relacdo com certos micronutrientes
(OZTURK et al., 2008). No Brasil e nos Estados Unidos, foi relatado que frequentes
aplicagbes de glyphosate induzem deficiéncias de ferro, zinco e manganés em diversas
culturas (FRANZEN et al., 2003; JOLLEY et al., 2004; ROEMHELD et al., 2005). Em
solos com baixa disponibilidade de determinado nutriente o sintoma de deficiéncia
nutricional pode ser acentuado (ROMHELD et al., 2005).

A natureza deste antagonismo entre micronutrientes e o glyphosate nao é
conhecida. Possivelmente, esta relacionada a formacao de complexos insolUveis com
os micronutrientes catiénicos (HALL et al., 2000; BERNARDS et al., 2005). A presenca
de ferro e manganés, em excesso, inibe a atividade herbicida do glyphosate, limitando a
absorcao e a translocacao do herbicida; além disso, apdés a absorcao do glyphosate
pela planta, a absorcdo e o transporte de micronutrientes catibnicos podem ser
limitados devido a formacdo de complexos metalicos dentro dos tecidos foliares
(OZTURK et al., 2008). Em girassol, micronutrientes catibnicos, como manganés e
ferro, além do célcio, macronutriente cationico, ligam-se ao glyphosate por meio de
seus grupos carboxil e fosfanato, formando complexos estaveis com o glyphosate
(THELEN et al., 1995; BERNARDS et al., 2005).

Os grupos ativos carboxil e fosfanato presentes na molécula do herbicida
glyphosate apresentam alta afinidade de ligacdo com metais catiénicos (BARJA et al.,
2001; UNDABEYTIA et al, 2002). Portanto, supde-se que o0s macronutrientes
catibnicos, como potassio, calcio e magnésio, que sdo metais, também poderiam formar
complexos com o glyphosate, reduzindo, assim, a absor¢do e a translocacao destes
nutrientes. Este fato, explicaria a reducédo no teor de magnésio observada em cafeeiro,
mas nao explicaria a reducdo nos teores de foésforo e enxofre, que sdo ametais
anionicos. Além disso, seguindo essa linha de raciocinio, o teor de célcio deveria ter
sido reduzido, embora possa ter alguma relacao de inibicdo competitiva entre estes

nutrientes.
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Outro ponto a considerar é a provavel alteragdo no balanco de cargas entre as
raizes e a solugcdo do solo, acarretando alteragdo no metabolismo da planta, o que
poderia afetar a absor¢cdo dos nutrientes. A formacdo dos complexos metalicos de
certos nutrientes catibnicos com o glyphosate nas raizes poderia tornar esse meio mais
aniénico, o que reduziria a absorgao de fésforo e enxofre.

Todos o0s macronutrientes, de certa maneira, participam indiretamente do
processo fotossintético e do crescimento vegetal, como foi especificado no item
Discussao do Capitulo 2 desta Tese. O magnésio, para o processo fotossintético, talvez
seja nao o mais importante, mas o que esteja mais diretamente ligado a fotossintese,
pois estd presente na molécula da clorofila. Porém, apesar de estarem, de certa
maneira, ligados ao processo fotossintético, nao foi observado o fenémeno da hormese
para os macronutrientes. Isto indica que a nutricdo mineral possivelmente ndo tem
participagdo nesse fenémeno observado nas plantas de café. Da mesma maneira
ocorreu com o crescimento do cafeeiro, em plantas com 45 DAT, quando foi observado
o fenbmeno da hormese, mas nao esteve ligado a um aumento no teor de
macronutrientes.

O fendmeno da hormese foi observado para todas as caracteristicas de
crescimento avaliadas em plantas com 45 DAT, porém nao ocorreu em plantas com
10 DAT. Portanto, o crescimento inicial de plantas de café com 45 DAT foi estimulado
com aplicacdo de sub-doses de glyphosate. Em contrapartida, doses de até
360-400 g e.a. ha' de glyphosate ndo afetaram as caracteristicas de crescimento das
plantas com 10 DAT, com excecado do numero de folhas, porém, a partir desta dose,
essas caracteristicas foram reduzidas. Velini et al. (2008) observaram efeito hormético
da aplicacdo de sub-doses de glyphosate no crescimento de soja convencional, milho,
eucalipto e pinus. Wagner et al. (2003) também observaram este efeito em milho.
Schabenberger et al. (1999), Cedergreen et al. (2007), Duke et al. 2007 e Neves et al.
(2009) também relatam efeito hormético da aplicacao de sub-doses de glyphosate em
diversas espécies de plantas.

O efeito hormético, no entanto, pode variar em fungédo do estadio de crescimento

da planta no momento da aplicagao, como observado por Velini et al. (2008) em plantas
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de C. benghalensis. Além disso, esse efeito pode variar consideravelmente,
dependendo de outros fatores, como clima, material vegetal e a prépria formulagao do
herbicida usado (VELINI et al., 2010). A hormese depende também das condicbes de
crescimento do vegetal, como observado por Belz e Cedergreen (2010). Por esses
motivos, 0 uso de sub-doses de glyphosate ndo é recomendado para aplicagdo como
estimulante do crescimento das culturas.

Para a cultura do café, pouco se conhece a respeito dos efeitos de herbicidas
aplicados no cafeeiro. Franca et al. (2010) observaram reducbes na area foliar, na
massa seca e na densidade radicular. Além disso, os autores verificaram sensibilidade
diferencial entre as cultivares. No entanto, nenhum efeito hormético foi relatado para o
glyphosate ou para qualquer outro herbicida na cultura do café.

Para aumentar a biomassa, as plantas devem aumentar sua taxa de fotossintese
ou reduzir a taxa de respiracdo em resposta a aplicacado de sub-doses de glyphosate
(CEDERGREEN; OLESEN, 2010). Na teoria, é improvavel que a taxa de respiracao
seja reduzida, uma vez que a aplicacao de xenobidticos, comumente, induz a ativacao
de processos de desistoxicacao da planta que demandam energia para ocorrerem
(COLE, 1994; PURRINGTON; BERGELSON, 1999). Dessa maneira, o aumento na
biomassa ocorreu, provavelmente, em fungéo do aumento na atividade fotossintética da
planta, que, por sua vez, ocorreu, possivelmente, em decorréncia dos processos
descritos anteriormente.

Além disso, Cedergreen et al. (2007) enfatizaram que o aumento na biomassa de
plantas expostas a doses sub-letais de herbicidas poderia ocorrer em resposta a um
estimulo do sistema hormonal da planta, uma vez que Wiedman e Appleby (1972)
concluiram que o aumento no crescimento de plantas de aveia e pepino ndo poderia
ser explicado por alteragdes na fotossintese, respiracdo e no teor de proteinas,
aminoacidos e carboidratos solluveis. Foi demonstrado, em alguns estudos, que a
aplicagdo de auxina sintética induziu o efeito hormético em plantas (ALLENDER et al.,
1997; MORRE, 2000). Portanto, caso a aplicagéo de herbicidas estimule a produgao ou
atividade da auxina natural ou mesmo outros sistemas hormonais (WEYERS;

PATTERSON, 2001), poder-se-ia esperar resposta hormética apoés a exposicdo de
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certas plantas a doses sub-letais de herbicidas (CEDERGREEN et al., 2007). Allender
et al. (1997) observaram que o efeito hormético em plantas de algoddao e milho foi
induzido pelo aumento na sintese de auxina, o qual, por sua vez, foi promovido por
substancias que afetaram o transporte de calcio através da membrana celular. Morré
(2000) sugeriu, ainda, que o efeito hormético em células vegetais poderia ocorrer em
funcdo da presenga de um alvo molecular celular, resultando na elongagéo da célula.
Apesar dessas possiveis explicagdes para a ocorréncia do efeito hormético, ndo
se pode afirmar quais os mecanismos realmente envolvidos na ocorréncia deste
fendbmeno em plantas. Portanto, novas pesquisas sao necessarias para estudar,
separadamente, se possivel, a funcdo de cada evento fisiolégico citado no efeito

hormético que ocorre em plantas.

Conclusoes

1. O processo fotossintético do cafeeiro, no geral, foi estimulado com a aplicacdo
de sub-doses de glyphosate e reduzido em doses mais altas, ao menos até duas
semanas depois da aplicacao.

2. O efeito estimulante sobre a fotossintese foi dependente do estadio da planta no
momento da aplicacao.

3. Os teores de fosforo, magnésio e enxofre foram reduzidos em funcdo da
aplicacao de doses crescentes de glyphosate.

4. O efeito da aplicacdo do glyphosate sobre a nutricdo mineral do cafeeiro foi
pouco influenciado pelo estadio da planta no momento da aplicagao.

5. A resposta do crescimento inicial de plantas de café a aplicacdo de glyphosate
foi dependente do estadio da planta no momento da aplicagao.

6. Plantas mais jovens ndo apresentaram estimulo no crescimento inicial quando
expostas a sub-doses de glyphosate, mas quando a aplicacao foi feita em

estadio mais avancado, houve estimulo do crescimento.



CAPITULO 4 - ABSORCAO, TRANSLOCACAO E METABOLISMO DE
GLYPHOSATE EM BIOTIPOS SUSCEPTIVEL E RESISTENTE DE CAPIM-
AMARGOSO

RESUMO - A resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate € um dos principais
desafios na agricultura atualmente. Objetivou-se detectar a resisténcia do capim-
amargoso ao glyphosate e determinar a influéncia da absor¢ao, da translocacao e do
metabolismo do herbicida na resisténcia dessa espécie ao glyphosate. Experimentos de
dose-resposta, acumulo de acido chiquimico, retencédo foliar, angulo de contato,
absorcdo, translocagdo e metabolismo foram conduzidos, utilizando diferentes
condicbes de tratamentos, delineamentos experimentais e repeticdes. Bidtipos
susceptivel (S) e resistente (R) apresentaram diferentes curvas de dose-resposta ao
herbicida glyphosate, sendo os fatores de resisténcia do biétipo R de 5,6, em plantulas,
e 4,9, em plantas jovens. O bi6tipo S acumulou 5,7% mais acido chiquimico que o
biétipo R, as 168 horas ap6s a aplicacdo do glyphosate (HAA). Angulo de contato e
retencao foliar foram semelhantes nos bibdtipos susceptivel e resistente. A absorcéao do
herbicida foi maior no bidtipo S atée 48 HAA, porém foi semelhante nos dois bi6tipos
apés 72 HAA, sendo que, as 96 HAA, haviam penetrado cerca de 48% do
4C-glyphosate aplicado. Por outro lado, o padrdo de translocacao foi diferenciado. Em
plantas do biétipo S, maior quantidade de radioatividade foi translocada da folha tratada
para as raizes e resto da planta, enquanto 70,0% da radioatividade permaneciam na
folha tratada do bidtipo R, as 96 HAA. Maiores porcentagens de &cido
aminometilfosfénico, sarcosina e formaldeido (metabdlitos do glyphosate) foram
encontradas no tecido foliar do biétipo R, enquanto, as 168 HAA, mais de 90% do
produto aplicado permaneceram na forma de glyphosate em plantas do bibtipo S.
Portanto, foi comprovada a resisténcia de capim-amargoso ao herbicida glyphosate,

sendo a translocacao e o metabolismo os principais mecanismos de resisténcia.

Palavras-chave: Digitaria insularis, glyphosate, resisténcia, mecanismos de resisténcia.
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Introducao

A resisténcia a herbicidas tem sido um dos mais importantes desafios
encontrados em areas agricolas nos ultimos anos, com casos de resisténcia
aumentando exponencialmente nas ultimas trés décadas (HEAP, 2010). A forte selecao
de plantas daninhas por herbicidas tem resultado em uma ampla evolucdo da
resisténcia em populacdes de plantas daninhas na agricultura (JASIENIUK et al., 2008;
DUKE; POWLES, 2008; POWLES, 2008; POWLES; YU, 2010). Atualmente, mais de
180 espécies de plantas daninhas em cerca de 50 paises foram identificadas
apresentando individuos resistentes a herbicidas (HEAP, 2010).

A resisténcia ao glyphosate é um importante exemplo de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas, uma vez que o produto tem sido usado extensivamente na
agricultura por mais de 40 anos, em todo 0 mundo, e que muitos bidtipos resistentes ao
herbicida ja foram relatados (DUKE; POWLES, 2008). Deve-se ressaltar que em areas
de plantio direto de milho e soja, assim como café e citros, do Sudeste do Brasil, tem-se
observado que populagdes de capim-amargoso podem estar sendo selecionadas
devido as frequentes aplicacées de glyphosate (TIMOSSI, 2009). Além disso, esse
herbicida tem sido utilizado em culturas transgénicas, resistentes ao glyphosate, como o
Unico produto para controle de plantas daninhas (POWLES, 2008), onde o capim-
amargoso também pode estar sendo selecionado.

Em cultivos de café, o capim-amargoso € uma importante planta daninha que
tem sido frequentemente encontrada convivendo com o cafeeiro (COSTA et al., 2001;
DIAS et al., 2004; MACHADO et al., 2006; DIAS et al., 2008; LEMES et al., 2010). Em
muitos casos, utiliza-se de mdultiplas aplicagbes de glyphosate para o controle de
plantas daninhas nessa cultura. Além disso, o herbicida, muitas vezes, ndo é aplicado
em dose e estadio da planta recomendados pelo fabricante, o que acarreta controle
nao-efetivo das plantas daninhas. Assim, individuos sobreviventes podem, com o
tempo, desenvolver populacdes de plantas daninhas resistentes ao herbicida.

Nesse contexto, as hipdteses levantadas neste capitulo foram que (i) aplicagbes

extensivas, e por muitos anos, de glyphosate para o controle de capim-amargoso



70

acarretaram o desenvolvimento de populacdo resistente ao herbicida, e que (i) a
absorgéo, a translocacdo e/ou o metabolismo diferencial podem ser mecanismos de
resisténcia dessa planta daninha ao glyphosate.

Objetivou-se detectar bidtipo de capim-amargoso resistente ao herbicida
glyphosate, por meio de experimentos sobre dose-resposta em pléantulas e plantas
jovens e sobre acumulo de acido chiquimico, verificar se existiu relagdo de retencao
foliar e angulo de contato com a resisténcia ao glyphosate em plantas de capim-
amargoso e determinar a influéncia da absorcao, da translocacéo e do metabolismo na

resisténcia do capim-amargoso ao herbicida glyphosate.
Material e Métodos

Sementes de uma populacdo de capim-amargoso com provavel resisténcia ao
herbicida glyphosate foram coletadas em area de citricultura na cidade de Matéao
(21° 36" 12” S e 48" 21’ 57” WGr), SP, em 2009, com histérico de uso intenso e falha no
controle da planta daninha utilizando até 1.440 g e.a. ha' de glyphosate. Em area
experimental do DBAA da FCAV/UNESP, essas sementes foram semeadas em vasos
de plastico com capacidade para 7 litros, em substrato argiloso, sendo que as plantas
originadas foram, primeiramente, submetidas a aplicacdo de glyphosate (Monsanto,
Roundup Original®, Brasil), na dose de campo. As plantas sobreviventes foram
conduzidas até a producado de sementes, as quais foram coletadas e armazenadas para
o desenvolvimento das pesquisas posteriores. Assim, as plantas originadas dessas
sementes foram denominadas como pertencentes ao bidtipo R.

Além disso, foram coletadas sementes de capim-amargoso, em area sem
histérico de aplicacdo de glyphosate, na cidade de Iracemapolis (22" 34’ 50” S e
47" 31’ 07" WGr), SP, o qual foi designado de bidtipo susceptivel (S), apds teste
preliminar para avaliar sua sensibilidade ao glyphosate.

Os experimentos conduzidos para estudar a provavel resisténcia do
capim-amargoso ao glyphosate (dose-resposta e acumulo de &cido chiquimico) foram

realizados no “Laboratorio de Accién de los Pesticidas sobre el Ecosistema” (LAPE). Os
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experimentos conduzidos para estudar os mecanismos de resisténcia da planta daninha
ao herbicida foram realizados no LAPE (angulo de contato, retencao foliar, absorgao,
translocacdo e metabolismo) e no “Laboratorio de Quimica Analitica” (metabolismo),
ambos do “Departamento de Quimica Agricola y Edafologia” pertencente a “Universidad
de Cérdoba”, na cidade de Cérdoba, Espanha, no periodo de 15 de marco a 30 de
setembro de 2010.

Em todos os experimentos, foi utilizada a formulacdo comercial de glyphosate
(Monsanto, Roundup Energy®, Bélgica), com 45% (m/v) de ingrediente ativo [sal de
isopropilamina de N-(fosfonometil)-glicina] e 34% do equivalente &cido de
N-(fosfonometil)-glicina. A conducdo das plantas foi feita em camara de crescimento
(Eldon, AM0705020, Holanda), com temperatura variando de 28 °C durante o dia e
18 °C pela noite. O fotoperiodo utilizado foi de 16 h. A densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos foi de 850 umol m? s™'. Além disso, foi mantida umidade
relativa de 80%.

Primeiramente, foi feito 0 experimento de dose-resposta em plantulas. Para isso,
25 sementes de cada bio6tipo, S e R, foram postas a germinar em placas de Petri com
9 cm de didametro, contendo duas folhas de papel filiro. Os tratamentos foram
constituidos de seis diferentes concentragbes de glyphosate aplicadas diretamente
sobre o papel filiro sob forma de 5 mL de solugdo herbicida. As concentragbes de
herbicida utilizadas foram equivalentes a 0; 18,75; 37,50; 75,00; 150,00 e
22500 mg e.a. L' para o bidtipo S, e 0, 37,50; 75,00; 150,00; 262,50 e
375,00 mg e.a. L, para o biétipo R. Apés a aplicagdo do herbicida, as placas de Petri
foram vedadas com filme plastico e colocadas em camara de crescimento.

Aos 10 DAA, as sementes germinadas foram secas em papel filtro e pesadas em
balanca analitica (Kern, ABJ 80 4-M, Inglaterra), com precisdo de 0,00001 g, para
determinagdo da massa fresca de plantulas, a qual foi expressa como porcentagem da
testemunha sem aplicacao de herbicida. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes por biotipo.

Concomitantemente, foi desenvolvido o experimento de dose-resposta em

plantas jovens. O crescimento das plantas ocorreu em vasos de plastico com
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capacidade para 300 mL, utilizado substrato composto por mistura de turfa e areia, na
proporcdo 1:2 (v:v). Mantiveram-se duas plantas por vaso para cada bibtipo. O
herbicida foi aplicado quando as plantas estavam no estadio de quatro folhas, usando
camara de aplicacdo em precisdo, equipada com bicos de aplicagéo jato plano (TeeJet,
80.02E VS, EUA), utilizando volume de calda de 200 L ha™ com presséo de 200 kPa.
Para o biétipo S foram aplicadas doses equivalentes a 0, 26,25; 52,50; 78,75; 105,00;
131,25; 157,50; 183,75; 210,00 e 262,50 g e.a. ha, e, para o biétipo R, 0, 52,50;
105,00; 157,50; 210,00; 262,50; 315,00; 367,50; 420,00 e 525,00 g e.a. ha.

Aos 21 DAA, as plantas foram cortadas rente ao solo e pesadas em balanga com
precisdo de 0,01 g (Kern, 573-34N, Inglaterra), para determinacdo da massa fresca da
parte aérea, a qual foi expressa como porcentagem da testemunha sem aplicacao de
herbicida. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
seis repeticdes por bidtipo.

Apoés os dois experimentos de dose-resposta, foi conduzido o estudo de acumulo
de acido chiguimico. O experimento foi desenvolvido como descrito anteriormente para
dose-resposta em plantas jovens, mantendo, contudo, apenas uma planta por vaso. O
herbicida foi aplicado quando as plantas estavam no estadio de seis folhas
completamente expandidas, utilizando a dose de 157,5 g e.a. ha”'. Também foram
mantidas plantas sem aplicacdo de glyphosate.

Apébs 24, 48, 72, 96 e 168 horas da aplicacdo do herbicida (HAA), foi cortado,
sempre da mesma planta, 0,05 g de massa fresca do tecido foliar das plantas tratadas e
nao-tratadas com glyphosate para extracao de acido chiquimico, seguindo protocolo de
Singh e Shaner (1998) modificado por Perez-Jonez et al. (2007). O material vegetal de
plantas tratadas e ndo-tratadas foi colocado, individualmente, em recipientes com
capacidade para 1,5 mL, preenchidos previamente com 1,0 mL de acido cloridrico
(0,25 N). Além disso, o material vegetal das plantas nao-tratadas foi colocado em
solucdes-padrao de acido chiquimico (Sigma-Aldrich, S5375-1G 026K1039, EUA), nas
concentragdes de 0,01; 0,05; 0,1 e 0,5 mg mL™", para determinagéo da reta-padrdo para
estimar a concentracdo de &cido chiquimico no tecido foliar. Esses recipientes foram

imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenados a -40 °C.
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Seguindo o protocolo, o material foi descongelado a temperatura ambiente e, em
seguida, incubado por 45 minutos a 37 °C. Apds a incubacgéo, trés aliquotas de 25 pL
de cada amostra foram transferidas para trés novos recipientes preenchidos com
100 pL da solugédo de acido periddico (0,25%) e acido meta-periodico (0,25%). Em
seguida, o material foi agitado e imediatamente incubado por 30 minutos a 37 °C. Apds
a incubacéao, foram adicionados 100 pL da solucdo de hidréxido de sodio (0,6 N) e
sulfato de sodio (0,22 M). O material foi agitado e, imediatamente, foram transferidos
200 pL das amostras para cubetas previamente preenchidas com 400 pyL de agua
destilada. Em seguida, a absorbancia foi medida a 380 nm usando espectrofotdmetro
(Beckman Counter, DU-640, EUA) e, por meio da reta-padrdo, foi estimada a
concentracao de acido chiquimico em plantas tratadas e nao-tratadas.

O acumulo de acido chiquimico foi determinado pela diferenca da concentracao
entre plantas tratadas e plantas nao-tratadas. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com sete repeti¢cdes por bibtipo.

Foi, também, feito o estudo da retencao foliar do herbicida pela planta, seguindo
metodologia descrita por Gauvrit et al. (2003). Foi preparada solucdo herbicida
contendo 157,5 g e.a. ha de glyphosate e 100 mg L' de fluorosceina sédica (Merck,
Cl 45350 K37052987 724, Alemanha). A solugéo herbicida foi aplicada, como descrito
anteriormente, sobre plantas de cada bi6tipo de capim-amargoso no estadio de seis
folnas. No momento em que a solugdo herbicida estava seca sobre a folhagem, as
plantas foram cortadas rente ao solo, imersas em 50 mL de hidréxido de sddio (5 mM) e
agitada vigorosamente por 30 s. O material da lavagem foi filtrado e estocado em
recipientes com capacidade para 50 mL.

As plantas foram secas em estufa de renovagéo forgada de ar a 55 °C por 72 h e
pesadas em balanca analitica (Kern, ABJ 80 4-M, Inglaterra), com precisdo de
0,00001 g, para determinagdo da massa seca. A absorbancia do material filtrado, por
sua vez, foi medida em espectrofluorimetro (Beckman Counter, F-2500, EUA) a
490 nm/510 nm, para determinagdo da concentracao de fluorosceina retida na planta,
de acordo com a reta-padrao previamente obtida com concentragbes conhecidas de

fluorosceina. Com isso, pode-se estimar a quantidade de herbicida retida por grama de
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massa seca da planta. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizados com 10 repeti¢cdes por bidtipo.

Outro estudo conduzido foi o de angulo de contato das gotas do herbicida. Para
a realizagdo deste experimento, foi seguida metodologia utilizada por Gonzélez-
Torralva et al. (2010). A primeira folha totalmente expandida de cada biotipo foi cortada,
quando a planta estava no estadio de seis folhas, e colocada sobre uma superficie
horizontal. Em cada folha foram aplicadas cinco gotas de 1 uL de solugcdo herbicida
contendo 157,5 g e.a. ha” em volume de 200 L ha™'. As gotas foram aplicadas com
micropipeta mecanica (LabMate, LM-2, Inglaterra), na face adaxial das folhas, sendo
que a disposicao das gotas foi analisada por meio de microscopio (Leica, MZ6 1.8X-4X,
Alemanha). Apés 10 s da colocagcdo da gota, foram feitas imagens usando camera
fotografica (Leica, Digilux 4.3 1:2-8-4.5/8.3-24.9 mm, Alemanha) com lentes super-
macro (Leica, Digimacro 4.3, Alemanha) acopladas ao microscépio.

Posteriormente, as imagens foram analisadas usando o programa computacional
Imaged (NIH, versdo 1.43u, EUA), determinando dois pontos onde a gota estava em
contato com a superficie foliar e outros trés pontos delimitando os contornos da gota.
Com isso, foi calculado o angulo de contato das gotas. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes por bidtipo.

Apoés esses estudos, procurou-se estudar o papel da absorcao e da translocacao
na resisténcia do capim-amargoso ao herbicida glyphosate. Para isso, foi misturado
glyphosate radioativo (ARC, '*C-glyphosate-phosphonomethyl, EUA), com atividade
especifica de 52 mc; mmol’, com a formulagdo comercial de glyphosate na
concentracdo de 1.440 g e.a. ha"'. Preparou-se uma solugdo herbicida com atividade
especifica de 47.830 dpm pL™". Essa solucdo foi aplicada a superficie adaxial da
primeira folha totalmente expandida de plantas dos dois bi6tipos, S e R, de capim-
amargoso em estadio de cinco folhas, na forma de uma gota de 1,0 pL, usando micro-
aplicador (Hamilton, PB 600 TA, EUA). Portanto, a concentragao total de radioatividade
aplicada por planta foi de 47.830 dpm.

Plantas dos dois bi6tipos foram avaliadas 12, 24, 48, 72 e 96 HAA. O

C-glyphosate n&o-absorvido foi removido da superficie foliar, lavando as folhas trés
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vezes com 1 mL de acetona (50%). Cada lavagem foi estocada em recipientes com
capacidade para 5 mL, em que foram adicionados 4 mL de coquetel liquido cintilador
(Packard Bioscience, Tri-Carb 3170 TR/SL, Holanda). Concomitantemente, as plantas
foram retiradas dos vasos e as raizes cuidadosamente lavadas; e, em seguida,
separadas em folha tratada, raizes e resto da planta. Este material foi colocado em
cones de celulose e posto a secar em estufa com circulagdo forcada de ar por 72 h a
55 °C. Apés esse periodo, o material foi queimado em oxidador
(Perkin-Elmer, Sample Oxidizer 307, EUA), sendo que a radioatividade absorvida pela
planta, na forma de "CO,, foi retida em um frasco com capacidade para 10 mL de uma
mistura de Carbo-Sorb E (Packard Bioscience, 6013721, EUA) e Permafluor E+
(Packard Bioscience, 6013181, EUA), em proporgao de 3:7 (v/v).

Ambos os materiais, lavado e queimado, referentes ao herbicida ndo-penetrado
e penetrado, respectivamente, foram analisados quanto a presenca de radioatividade,
usando espectrometro de cintilacao liquida (Beckman Counter, LS 6500 TA, EUA).

O herbicida absorvido pela planta foi determinado por meio da equacao:
dpm

Habs — queimado % 1 00
dpm + dpmlavado

queimado

em que: Hyps € a porcentagem de herbicida absorvido pela planta; dpmgueimado € @ quantidade de
'“C-glyphosate que penetrou na planta e foi recuperada na forma de "“CO, apds a combustao; dpMiavado €
a quantidade de "*C-glyphosate aplicada e ndo-absorvida pela planta que foi recuperada apés a lavagem.

O herbicida contido no material queimado foi expresso como porcentagem do
total absorvido (folha tratada + raizes + resto da planta), para determinacdo da
quantidade de herbicida translocado. Além disso, plantas inteiras tratadas com a
solucao herbicida também foram secas em temperatura ambiente por sete dias. Apds
este periodo, foram pressionadas contra placa de armazenamento de radioatividade de
25x12,5 cm durante 12 h, a qual foi entdo escaneada para analise da dispersdao de
radioatividade, usando um leitor de radioatividade (Perkin-Elmer, Cyclone, EUA).

Os experimentos de absorcdo e translocacdo foram conduzidos em

delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes por bidtipo.
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Por fim, foi efetuado o estudo do metabolismo do glyphosate em plantas de
capim-amargoso. A concentracdo de glyphosate e seus metabdlitos no tecido foliar foi
determinada por eletroforese capilar, seguindo protocolo adaptado de Rojano-Delgado
et al. (2010). Concentracdes de glyphosate, acido aminometilfosfonico (AMPA),
sarcosina e formaldeido foram determinados em plantas dos dois bi6tipos as 48, 96 e
168 HAA. Nessas épocas, o tecido foliar de plantas tratadas e n&o-tratadas com
157,5 g e.a. ha™' de glyphosate foi cortado e congelado a -20 °C. Posteriormente, as
amostras foram descongeladas e lavadas trés vezes com 20 mL de agua destilada para
limpeza do material e postas a secar. Das amostras secas, foi cortado 1,5 g,
armazenado em recipientes de 2,0 mL e congelado com nitrogénio liquido. Em seguida,
as amostras foram submetidas a ultrasonificacdo por 15 min. O material foi filtrado em
micro-filtro de nylon de 0,49 um e transferido para novos recipientes de 1,5 mL.

As amostras filtradas foram submetidas a eletroforese capilar de polaridade
reversa (Agilent, G1600A, EUA), mantendo-se condi¢cdes operacionais descritas por
Rojano-Delgado et al. (2010). Assim, obtiveram-se eletroferogramas em que foram
determinados os picos referentes a cada metabdlito de interesse, quando presentes.
Em seguida, as concentracées de glyphosate, AMPA, sarcosina e formaldeido foram
estimadas por meio de equag¢des matematicas descritas por Rojano-Delgado et al.
(2010). Posteriormente, calculou-se a porcentagem de cada metabdlito em relacéo a
concentracdo total de todos os metabdlitos encontrados. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes por bibtipo.

Nos experimentos de dose-resposta, os dados de massa fresca de plantulas e de
plantas jovens foram submetidos a anélise de regressao pelo modelo log-logistico:

d-c

Xb

1+—
g

Y=c+

em que: Y indica a massa fresca de plantulas ou da parte aérea de plantas jovens de capim-amargoso
expressa como porcentagem da testemunha sem aplicacdo de glyphosate; ¢ e d sao coeficientes que
expressam os valores minimo e maximo; b é a inclinagdo da curva; g é o ponto de inflexdo da curva; e

X representa a concentragdo ou dose de glyphosate usada.
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Com isso, foi possivel determinar a concentracdo ou a dose de glyphosate
requerida para inibir em 50% o acumulo de massa fresca por plantulas (EC50) e por
plantas jovens (ED50) de capim-amargoso, representadas pelo ponto de inflexdo da
curva, comparando-se com a testemunha sem aplicagdo de herbicida. Além disso, foi

calculado o fator de resisténcia (FR) para o biotipo resistente, expresso por:

R EC50 ou ED50 do bidtipo resistente
EC50 ou ED50 do bidtipo susceptivel

As analises de regressao foram feitas utilizando o programa computacional
estatistico Sigma Plot (Systat Software, Versao 10.0, EUA).

Os dados de acumulo de acido chiquimico, retengéo foliar, angulo de contato,
absorcao, translocacao e metabolismo foram submetidos, primeiramente, a analise de
variancia (teste F). Para acumulo de &cido chiquimico e absorcdo foi utilizado o
esquema fatorial 2x5, tendo como fatores: dois biétipos e cinco épocas de avaliagcéo.
Para translocacédo foi utilizado o esquema fatorial 2x3x5, tendo como fatores dois
bi6tipos, trés partes da planta e cinco épocas de avaliagdo. Para metabolismo, foi
utilizado o esquema fatorial 2x3, tendo como fatores: dois bibtipos e trés épocas de
avaliacdo. No caso do estudo de metabolismo, os dados de concentragdo de
glyphosate foram comparados com o somatério de todos os seus metabdlitos.

Complementarmente, quando o teste F foi significativo, foi realizada a analise de
comparacgao das médias utilizando-se do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os testes F e Tukey foram processados por meio do programa computacional

estatistico Sisvar (UFLA, versao 5.0, Lavras, Brasil).

Resultados

Dose-resposta em plantulas e plantas jovens

A massa fresca de plantulas dos biétipos de capim-amargoso, S e R, foi reduzida

com o aumento na concentragdo de herbicida aplicado, porém houve resposta distinta
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entre os dois bidtipos estudados (Figura 31). O bidtipo S apresentou reducgéo de 78,1%
na massa fresca quando submetido a maior concentragcdo de glyphosate, enquanto
para o biétipo R a reducdo foi de 65,3%, de acordo com as curvas de regressao
ajustadas. Além disso, a EC50 do biétipo S foi de 10,8 mg e.a. L™, enquanto para
biétipo R foi observada EC50 de 60,3 mg e.a. L' (Tabela 4). Assim, o biétipo R
apresentou fator de resisténcia em plantulas de 5,6, ou seja, resistiu a concentragdes

de glyphosate mais de cinco vezes maiores que o bibtipo S.
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Figura 31. Curvas de dose-resposta de bibtipos susceptivel (S) e resistente (R) de capim-
amargoso aos 10 e 21 dias apd6s a aplicacdo de glyphosate, respectivamente, para
experimentos com plantulas (A) e plantas jovens (B). Cérdoba, 2010.

A massa fresca na parte aérea de plantas jovens do biétipo S foi reduzida com o
aumento na dose de herbicida aplicado (Figura 31). Em contrapartida, o biétipo R
tolerou a aplicacdo de doses mais baixas de glyphosate sem ter a massa fresca
reduzida. Contudo, a massa fresca do biotipo resistente foi reduzida devido a aplicacao
de doses mais altas de glyphosate. O biétipo S apresentou reducao de 97,1% na massa
fresca quando submetido a maior dose de glyphosate, enquanto para o bidtipo R a
reducéo foi de 75,2%, de acordo com as curvas de regressao ajustadas. Além disso, a
ED50 do biétipo S foi de 51,9 g e.a. ha™!, enquanto para biétipo R foi observada ED50
de 254,6 g e.a. ha™' (Tabela 4). Assim, o bi6tipo R apresentou fator de resisténcia em
plantulas de 4,9, ou seja, resistiu a doses de glyphosate quase cinco vezes maiores que

o bidtipo S.
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Tabela 4. Parametros da equacéo log-logistica”® usada para calcular a concentracdo ou a dose
de glyphosate requerida para reduzir em 50% o acumulo de massa fresca por plantulas ou
plantas jovens em biétipos susceptivel (S) e resistente (R) de capim-gmargoso. Cérdoba, 2010.

Bi6tipo” c d b g R*®  FR“
Experimento com Plantulas
S 21,8+0,8 100,0 £1,0 1,4+0,2 10,8+ 0,9 0,99** 1,0
R 33,0+1,5 100,1+1,4 2,1+0,2 60,3 £ 3,0 0,99** 5,6
Experimento com Plantas Jovens
S 1,4+0,2 99,4 + 3,1 1,4+0,2 51,9140 0,96** 1,0
R 249 + 3,6 97,0+1,7 6,3+1,1 254,6 + 9,1 0,93** 4,9

Médias + o erro padrdo da média.
fa Equacdo Y = ¢ + {(d—c)/[1 + (x/g)b]}, em que Y indica a massa fresca de plantulas ou plantas jovens, ¢ e d sdo
coeficientes que expressam os valores minimo e méximo, b é a inclina¢do da curva, g € o ponto de inflexdo da curva
que representa a concentragcdo ou dose de glyphosate que inibe em 50% o acimulo de massa fresca por plantulas
becso) ou plantas jovens (EDsp) e x é a concentragdo ou dose do herbicida usado.

S indica biotipo susceptivel e R, biétipo resistente ao glyphosate.
’® Coeficiente de determinagdo da curva e ** indica a significancia de ajuste do modelo de regressdo a 1% de
Pdrobabilidade pelo teste F.

FR é o fator de resisténcia expresso pela relagdo entre ECso(R) / ECs0(S) ou EDso(R) / EDso(S).

AclUmulo de acido chiguimico

Houve interacdo dos fatores bi6tipos e épocas de avaliagdo (P < 0,01) da
concentracdo de acido chiquimico em plantas de capim-amargoso submetidas a
aplicacao de glyphosate. Portanto, foi feito o desdobramento dos graus de liberdade de
cada um dos fatores dentro de cada nivel do outro fator (dados n&o-apresentados) e
analise de comparacao de médias.

O acumulo de acido chiquimico foi semelhante em ambos os biétipos de capim-
amargoso, S e R, até 72 HAA (Tabela 5). Porém, ap6s 96 HAA, foi observado aumento
no acumulo de acido chiquimico pelo biétipo S, 0 que nao ocorreu no biétipo R. Dessa
maneira, as 168 HAA, o biétipo S acumulou 350,4 ug g"' de massa fresca de &cido
chiquimico, enquanto o biétipo R, 61,0 pg g"' de massa fresca, representando 5,7%
mais acido chiquimico acumulado pelo biétipo S.

Retencao foliar e &ngulo de contato

A analise de variancia sobre os dados de retencéo foliar e angulo de contato foi

nao-significativa (P > 0,05), indicando que ndo houve efeito da aplicagdo de glyphosate
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sobre essas caracteristicas nos dois bibdtipos de capim-amargoso estudados. A
retencdo foliar foi de 209,0 e 214,7 pL g de massa seca de solugdo herbicida nos
bi6tipos S e R, respectivamente (Tabela 6). O angulo de contato foi de 108 e 109 deg
nos bidtipos S e R, respectivamente. Portanto, ndo houve relagdo entre essas

caracteristicas e a resisténcia de capim-amargoso ao glyphosate.

Tabela 5. Acimulo de acido chiquimico em bibtipos susceptivel (S) e resistente (R) de capim-
amargoso submetidos & aplicacdo de glyphosate’®, segundo a interacdo entre os fatores biétipo
e época de extragdo. Cérdoba, 2010.

Acido Chiquimico’®

Epoca” -
(HAA) (ug g massa fresca)
S R

24 475+56 Ca 45,1 +5,6 Aa
48 54,7+6,5 Ca 54,5+3,7 Aa
72 56,2+9,3 Ca 58,1 £2,1 Aa
96 197,3 £ 47,7 Ba 59,5+3,9 Ab
168 350,4 + 46,7 Aa 61,0 £ 6,6 Ab

e Glyphosate aplicado sob 157,5 g i.a. ha” em 200 L ha™ de volume de calda.

HAA = horas ap6s a aplicagédo do herbicida;
" Médias + erro padrdo da média seguidas pela mesma letra (mailscula na coluna e minuscula na linha) nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Retencao foliar e angulo de contato em biétipos susceptivel (S) e resistente (R) de
capim-amargoso. Cérdoba, 2010.

Biétipo Retencao Foliar Angulo de Contato
(UL g massa seca) (deg)
S 209,0 + 3,2 108 £3
R 2147 £ 8,2 109 £ 1
Absorcao

Houve interacdo dos fatores bidtipos e épocas de avaliagdo (P < 0,01) da
porcentagem de '*C-glyphosate absorvido pelo capim-amargoso. Portanto, foi feito o
desdobramento dos graus de liberdade de cada um dos fatores dentro do outro (dados
nao-apresentados) e andlise de comparagao das médias.

Houve comportamento diferenciado na absorgédo de glyphosate pelos bi6tipos S
e R, de 12 a 48 HAA; porém, ap6s 72 HAA, a quantidade de herbicida absorvida pelas
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plantas foi similar, por ambos os bi6tipos (Tabela 7). No bibtipo S, a absor¢céo variou de
36,0% a 48,4%, enquanto que no bidtipo R, de 19,4% a 47,8%. Portanto, inicialmente
as 12 HAA, o bidtipo S absorveu cerca de 1,9 vezes mais herbicida que o bi6tipo R;
porém, apdés 72 HAA, ndo houve diferenca de absorgdo entre os bidtipos. Dessa
maneira, pode-se inferir que, embora inicialmente mais lenta no biétipo R, a absorgéo

do herbicida glyphosate foi semelhante em ambos os bidtipos apds 72 HAA.

Tabela 7. Absorcdo de '“C-glyphosate em biétipos susceptivel (S) e resistente (R) de capim-
amargoso, segundo a interacdo entre os fatores biétipo e época de avaliagdo. Cérdoba, 2010.

Epoca’ Absorcgio”®
(HAA) (% "*C-glyphosate aplicado)
S R
12 36,0 £ 0,8 Da 19,4+0,5 Cb
24 40,3+1,1 Ca 27,1 +0,9 Bb
48 43,7+ 0,6 Ba 28,0+ 0,9 Bb
72 47,7+ 0,6 Aa 46,1 £ 0,9 Aa
96 48,4+ 0,9 Aa 47,8 +0,6 Aa

""HAA = horas apos aplicagao do herbicida.
" Médias + erro padrdo da média seguidas pela mesma letra (mailscula na coluna e mindscula na linha) nao diferem
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Translocacao

Houve interacdo dos trés fatores estudados, bibtipos, partes da planta e épocas
de avaliacdo (P < 0,01) da porcentagem de radioatividade contida nas diferentes partes
das plantas de capim-amargoso. Portanto, foi feito o desdobramento dos graus de
liberdade de cada um dos fatores dentro do outro (dados ndo-apresentados) e anélise
de comparacgao das médias.

Com excecao do resto da planta, as 12 HAA, houve diferenca entre os bibtipos S
e R na quantidade de radioatividade encontrada (Tabela 8). As 96 HAA, na folha tratada
do bidtipo S havia 41,9% da radioatividade contida na planta; na raiz, 32,2%; e no resto
da planta, 25,8%. Porém, no bi6tipo R havia 70,0% de radioatividade na folha tratada,
17,8% naraiz e 12,2% no resto da planta. Além disso, a porcentagem de radioatividade
na folha tratada do biétipo R foi similar de 12 a 96 HAA (Tabela 8). Este comportamento



82

foi semelhante ao que ocorreu no resto da planta, enquanto na raiz foi observada uma
pequena diferenca entre 12 HAA (11,1%) e 96 HAA (17,8%). Enquanto, no bidtipo S, a
quantidade de radioatividade foi diminuindo de 69,4%, as 12 HAA, para 41,9%, as 96
HAA. J& para raiz e resto da planta, houve aumento de 15,7 e 14,5% para 32,2 e
25,8%, respectivamente, de 12 a 96 HAA. Portanto, pode-se inferir que houve menor
translocacéo da radioatividade no bidtipo S.

Tabela 8. Translocacao da radioatividade em biétipos susceptivel (S) e resistente (R) de capim-
amargoso, segundo a interacao entre os fatores bibtipo, época de avaliagcao e parte da planta.
Coérdoba, 2010.

Translocagdo”®

- /a
5{‘;&‘;&' Biotipo (% da radioatividade absorvida)
Folha Tratada Raiz Resto da Planta
i S 69,8 + 3,1 Ba (A) 15,7+ 0,8 Ab (C) 14,5+ 0,3 Ab (B)
R 75,7 +2,4 Aa(a) 11,1 £0,5 Bb (b) 13,56+ 0,6 Ab (a)
04 S 58,5+ 1,0 Ba (B) 20,6 + 0,8 Ab (BC) 20,9 £1,7 Ab (A)
R 74,0 £ 0,4 Aa(a) 12,9+ 0,8 Bb (ab) 13,1+0,9 Bb (a)
48 S 53,8 + 1,2 Ba (B) 23,7+0,9 Ab (B) 22,4 +1,3 Ab (A)
R 71,8+ 1,8 Aa(a) 14,5+ 0,5 Bb (ab) 13,7 +0,3 Bb (a)
= S 54,2+ 2,0 Ba (B) 22,4+1,6 Ab(B) 23,4+0,6 Ab (A)
R 71,0+1,2 Aa(a) 15,2+ 1,0 Bb (ab) 13,8+ 1,3 Bb (a)
9 S 419+1,4 Ba(C) 322+1,4 Ab(A) 25,8 +1,3 Ac (A)
R 70,0 £2,9 Aa (a) 17,8+ 1,2 Bb (a) 12,2+ 0,4 Bc (a)

4 HAA = horas ap6s aplicacdo do herbicida.

" Médias + erro padrdo da média seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, como a seguir: letras mailsculas fora dos parénteses comparam os bi6tipos dentro de cada parte e
cada época em separado; letras mindsculas fora dos parénteses comparam as partes dentro de cada biétipo e época
em separado; e letras mailsculas ou minusculas dentro dos parénteses comparam as épocas dentro de cada biétipo
e parte em separado.

Pode-se observar, também, a evolugdo da translocacdo da radioatividade nos
biétipos S e R por meio do estudo de fosforo-imagem (Figura 2B do Apéndice B),
corroborando os resultados obtidos pela analise estatistica. Notou-se que ocorreu maior
movimentag¢ao da radioatividade da folha tratada para o resto da planta no biétipo S, no
decorrer do tempo, enquanto no biétipo R a radioatividade concentrou-se na regido da
folha em que ocorreu a aplicacédo, denotando a menor translocacao ocorrida no biétipo

resistente ao glyphosate.
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Metabolismo

Houve interacdo dos dois fatores estudados, bi6tipos e épocas de avaliacao
(P < 0,01) da porcentagem de glyphosate e o somatorio de seus metabolitos contido no
capim-amargoso. Portanto, foi feito o desdobramento dos graus de liberdade de cada
um dos fatores dentro do outro (dados ndo-apresentados) e analise de comparagéao das
médias.

Foi detectado apenas glyphosate em plantas do biétipo S tratadas com o
herbicida, as 48 e 72 HAA; havendo, no entanto, 6,0% de seus metabdlitos as
168 HAA (Tabela 9). Porém, para o biétipo R, a porcentagem de glyphosate foi reduzida
de 61,2% (48 HAA) para 24,2% (168 HAA); ja& a porcentagem dos metabdlitos
aumentou de 38,8% (48 HAA) para 75,8% (168 HAA). Além disso, em todas as épocas
de avaliagédo, houve diferenga entre os bidtipos de capim-amargoso estudados, S e R,
quanto a porcentagem de glyphosate e seus metabolitos. Observou-se que ha maior
quantidade de glyphosate e menor quantidade de seus metabdlitos no bibtipo S,
enquanto para o biétipo R o inverso foi verificado.

Tabela 9. Porcentagem de glyphosate e seus metabdlitos (acido aminometilfosfonico, sarcosina
e formaldeido) no tecido foliar de capim-amargoso submetido a aplicacdo de glyphosate, em
funcdo do biétipo e da época de avaliacdo. Cérdoba, 2010.

Epoca Glyphosate Metabolitos

(HAA) S R S R
48 100,0 + 0,0 Aa 61,2+4,0 Ab nd 38,8+35 C
96 100,0 £ 0,0 Aa 33,1+29 Bb nd 66,9+58 B
168 94.0+2,2 Ba 242+25 Cb 6,0x15 b 75,8 +6,7 Aa

Médias + o erro padrdo da média seguido pela mesma letra (mailsculas na coluna e minUsculas na linha) nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
nd indica metabdlito ndo-detectado

As porcentagens de AMPA, sarcosina e formaldeido em plantas do biotipo S
foram menores do que em plantas do biétipo R (Figura 32). Além disso, verificou-se que
mais de 90% de glyphosate foi encontrado no biétipo S até 168 HAA, enquanto no
bidtipo R havia pouco mais de 60% a 48 HAA. Estes resultados indicam que houve

maior metabolizagdo do glyphosate em plantas do bitipo resistente.
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Figura 32. Porcentagem de glyphosate, &cido aminometilfosfénico (AMPA), sarcosina e
formaldeido em bio6tipos susceptivel (A) e resistente (B) de capim-amargoso, submetidas a
aplicacao de glyphosate. Cérdoba, 2010.

Discussao

Os resultados dos experimentos de dose-resposta, tanto em plantulas quanto em
plantas jovens de capim-amargoso, deram subsidios para confirmar a resisténcia do
biotipo R, coletado em area de citricultura, no municipio de Matdo, Estado de Sao
Paulo. Contudo, o experimento feito com plantulas propiciou um fator de resisténcia
maior que aquele com plantas jovens. Este resultado é similar aqueles obtidos em
Lolium spp. por Perez; Kogan (2003), Perez-Jones et al. (2007) e Ribeiro et al. (2008).
O experimento feito com plantulas (em Placas de Petri) € um método simples, rapido e
barato que tem sido comumente utilizado para quantificar a resisténcia a herbicidas
(PEREZ; KOGAN 2003; NEVE et al., 2004; PEREZ-JONES et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2008). Todavia, o experimento com plantulas (em vasos) € mais preciso para quantificar
a resisténcia (PEREZ-JONES et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008; CRUZ-HIPOLITO et
al., 2009). Apesar disso, em uma situagdo em que muitos bi6tipos devem ser testados,
o experimento com plantulas pode ser eficientemente usado; porém, os resultados
obtidos deveriam ser confirmados por meio de um experimento com plantas jovens
(PEREZ-JONES et al., 2007).
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De acordo com os resultados do experimento com plantas jovens de capim-
amargoso, o biotipo R teve um fator de resisténcia menor que outras espécies de
plantas daninhas gramineas ja estudadas, como E. indica (LEE; NGIM, 2000), L.
multiflorum (PEREZ-JONES et al., 2005; PEREZ-JONES et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2008), L. rigidum (WAKELIN; PRESTON, 2006; RIBEIRO et al., 2008) e S. halepense
(VILA-AIUB et al., 2007).

O grande acumulo de &cido chiquimico observado no bibdtipo S, apds 72 HAA,
indicou sensibilidade ao herbicida glyphosate. Por outro lado, a ndo-acumulagédo desse
composto indicou ndo-sensibilidade ao herbicida, tipico de plantas resistentes. Elevada
acumulagéo de &cido chiquimico é usada como um indicador rapido e muito sensivel do
efeito de glyphosate sobre plantas susceptiveis (HARRING et al., 1998). Mudancgas na
concentracdo de &cido chiquimico em plantas sdo resultados, especificamente, da
inibicao da EPSPs (AMRHEIN et al., 1980; JAWORKSKI et al., 1972; AMRHEIN et al.
1983) e tém sido usado como um marcador para a sensibilidade da EPSPs a
glyphosate em plantas (DE MARIA et al., 2006; GONZALEZ-TORRALVA et al., 2010).
Assim, o grande acumulo de &cido chiquimico no biétipo S também confirma a
resisténcia do biotipo R ao glyphosate.

Em plantas de capim-amargoso susceptiveis ao glyphosate, o acumulo de acido
chiguimico foi mais lento, assim como a concentra¢ao foi menor, que em outras plantas
daninhas gramineas ja estudadas, como L. multiflorum (PEREZ-JONES et al., 2005;
PEREZ-JONES et al. 2007; RIBEIRO et al. 2008) e L. rigidum (RIBEIRO et al. 2008).
Isso indica que a absor¢cédo de glyphosate pode ser mais lenta no capim-amargoso, uma
vez que o 4cido chiquimico é um indicador de que o glyphosate esta atingindo a enzima
alvo (POWLES; PRESTON, 2006).

A retencao foliar e o angulo de contato sdo caracteristicas importantes de
eficacia do herbicida, pois determinam a quantidade maxima que pode ser capturada
pela planta alvo; em alguns casos, diferengas em retengao foliar e angulo de contato
desempenham papel importante na eficacia e seletividade do herbicida (CHACHALIS et
al., 2001; NORSWORTHY et al., 2001; KOGAN; PEREZ, 2003; MICHITTE et al., 2007).

Diferencas nessas caracteristicas poderiam afetar a quantidade de herbicida absorvido
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pela planta. Como néo foi observada diferenca nestes dois parametros entre bi6tipos S
e R, pode afirmar-se que a captura diferencial de herbicida pelas folhas nao foi
responsavel pela resisténcia em capim-amargoso.

A absor¢ado do herbicida pelas plantas de capim-amargoso, embora diferencial
até 48 HAA, ndo condicionou maior ou menor penetragéo do glyphosate apdés 72 HAA
em ambos os bidtipos, S e R. Portanto, pode-se afirmar que a absor¢do do herbicida
nao influenciou diretamente na resisténcia do biétipo R ao herbicida glyphosate. Porém,
associando a absorc¢ao inicial diferencial com o metabolismo muito mais intenso no
bidtipo resistente, pode-se inferir que a menor penetracao e o maior metabolismo neste
bidtipo permitem que quantidade menor de herbicida chegue ao local de agéo na planta
e, entdo, que a absorgao indiretamente influencie na resisténcia do capim-amargoso ao
glyphosate.

Diferencas na absorcao de glyphosate foram observadas em bi6tipos de L.
multiflorum (MICHITTE et al., 2007; NANDULA et al., 2008). Michitte et al. (2007)
ressaltam que essas diferencas podem ocorrer devido a composicao distinta das ceras
epicuticulares, como, por exemplo, uma maior cristalizagdo dessas ceras em plantas
resistentes. Além disso, plantas resistentes podem apresentar certas zonas mais
rugosas na superficie foliar. Nandula et al. (2008) ressaltam, ainda, que o teor de cera
pode influenciar na absorcédo de herbicida pelas folhas.

Por outro lado, a translocacao do herbicida foi diferencial entre os bidtipos, S e R,
desde 12 HAA. Portanto pode-se afirmar que a translocagao do herbicida influenciou na
resisténcia do bi6tipo R ao herbicida, sendo, dessa maneira, um dos mecanismos de
resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate.

Em plantas resistentes, mais herbicida fica retido na folha tratada e menos é
translocado para outras partes da planta (LORRAINE-COLWILL et al., 2003; WAKELIN
et al. 2004; PEREZ-JONES et al., 2007; YU et al. 2007). O glyphosate é translocado via
floema, seguindo o gradiente de concentracdo de sacarose das folhas maduras para
orgaos de consumo e armazenamento, como raizes, folhas novas, etc. (GOUGLER,;
GEIGER, 1984). Ha duas razdes para o glyphosate ser transportado de folhas velhas

(fonte) para tecidos meristematicos (dreno). Primeiro € que ha concentracao mais alta
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de EPSPs nos tecidos meristematicos (WEAVER; HERRMANN, 1997). Segundo € que
tecidos meristematicos, comumente, apresentam vacuolos menores, e, assim, nao
podem “defender” efetivamente o cloroplasto do glyphosate (GE et al., 2010). Assim,
diferencas no padrdao de translocacdo do glyphosate estdo associadas com a
resisténcia ao herbicida, pois o glyphosate tende a ser transportado ativamente pelo
floema e se acumula em tecidos meristematicos (SPRANKLE et al.,, 1975;
MCWHORTER et al., 1980; ARNAUD et al., 1994).

Diferengas na translocacao de glyphosate foram também observadas em biétipos
de L. multiflorum (MICHITTE et al., 2007; PEREZ-JONES et al., 2007; NANDULA et al.,
2008). Em sua discussao, Michitte et al. (2007) ressaltam que essa diferenca na
translocagao pode ter ocorrido em funcao do herbicida glyphosate ficar retido no espacgo
apoplastico nos bidtipos resistentes. Essa explicacdo é aceita, pois 0 glyphosate deve
penetrar no tecido e se translocar até os meristemas ativos para atingir seu local de
acao (SHANER, 2009). Porém, descobriu-se recentemente, em plantas resistentes de
C. canadensis, que o glyphosate pode ser sequestrado rapidamente pelo vacuolo da
célula, principalmente em folhas maduras, antes de ser translocado e atingir seu local
de acao, impedindo a ac¢édo do herbicida (GE et al., 2010).

Foi observada degradagéo do glyphosate a outros compostos nos biétipos S e R
de capim-amargoso. Porém, maior concentracdo de metabdlitos, como AMPA,
sarcosina e formaldeido, foram extraidos do tecido foliar de plantas do bidtipo R,
indicando que o glyphosate foi parcialmente metabolizado neste biétipo. AMPA é o
principal produto originado da metabolizacdo do glyphosate (AMRHEIN et al., 1980;
HOAGLAND, 1980). Além disso, a metabolizagdo do glyphosate gera outros
metabdlitos, como formaldeido e sarcosina (JOB et al., 2002a,b; PEDOTTI et al., 2009;
ROJANO-DELGADO et al, 2010). Dessa maneira, a porcentagem relativa de
glyphosate e seus metabdlitos pode ser usada como indicador da metabolizagdo do
herbicida em plantas daninhas resistentes ao glyphosate.

Duas rotas metabdlicas foram descritas para degradacdo do glyphosate por
bactérias e fungos do solo (NOMURA; HILTON, 1977; RUEPPEL et al.,, 1977;
SHINABARGER et al., 1984; KISHORE; JACOB, 1987; PIPKE et al., 1987; JACOB et
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al., 1988; LIU et al., 1991). De acordo com Schuette (1998) e Wiersema et al. (2010),
uma rota envolve a degradacdo do herbicida, por acdo da enzima glyphosate
dehidrogenase, originando o AMPA. Este composto, por sua vez, é degradado por acao
da enzima C-P liase para metilamina e esta, por sua vez, a formaldeido, por acao da
enzima metilamina dehidrogenase. Outra rota é a degradacao direta do glyphosate a
sarcosina, por acdo da enzima C-P liase. Portanto, o aparecimento dos metabdlitos
supracitados sugere que ambas as rotas formariam parte do metabolismo do
glyphosate em plantas.

Embora ndo tenham sido encontradas evidéncias de que o metabolismo do
glyphosate seja importante na resisténcia de plantas daninhas ao herbicida (FENG et
al., 2004; DUKE, no prelo), houve evidéncias de que, no caso destes experimentos com
capim-amargoso, o metabolismo possa ser um dos mecanismos envolvidos na
resisténcia ao glyphosate.

E de substancial importancia conhecer se a falha no controle das plantas
daninhas deve-se ao desenvolvimento de resisténcia ou outros fatores (DUKE;
POWLES, 2008; POWLES, 2008). Por exemplo, usando sub-doses de herbicidas,
algumas plantas podem ser afetadas, mas sobreviver, e, assim, desenvolver
rapidamente resisténcia a determinado produto (NEVE; POWLES 2005a,b). No caso do
capim-amargoso, sabe-se que nao ha controle efetivo quando o herbicida é aplicado
depois que a planta desenvolve rizomas ou atinge o florescimento (MACHADO et al.,
2006; TIMOSSI et al., 2006). Por outro lado, se o herbicida € aplicado em estadio de
plantula, como é recomendado, a espécie pode ser controlada efetivamente. Dessa
maneira, o uso de glyphosate em plantas em estaddio avancado de desenvolvimento
pode adiantar o desenvolvimento da resisténcia.

A identificagdo de bibtipos resistentes deve ser feita por meio de um teste
eficiente e, apds isso, deve-se monitorar a area onde foi detectada a resisténcia
(PEREZ; KOGAN, 2003). Além disso, devem-se entender os fatores que ajudar a
retardar o aparecimento da resisténcia, assim como aquelas que levam ao
desenvolvimento da resisténcia (PRESTON et al., 2009). No caso do capim-amargoso,
em areas de cafeicultura, o uso intenso e erréneo do glyphosate e a falta de outras
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estratégias de controle de plantas daninhas podem acelerar o aparecimento de
populagdes resistentes, uma vez que plantios perenes sao de alto risco para a evolugao
da resisténcia ao glyphosate.

Dessa maneira, mudar as praticas de manejo, incluindo outras estratégias de
controle, além da quimica, ajuda a retrasar a evolugéo da resisténcia ao glyphosate. Ao
contrario, o uso intenso de glyphosate ira somente acelerar o risco de desenvolvimento
da resisténcia de plantas daninhas ao herbicida. Tudo isto deve ser levado em
consideragcdo para poder desenvolver um programa adequado de manejo de
populagdes de capim-amargoso resistentes ao glyphosate.

Conclusoes

1) Foi detectado bidtipo de capim-amargoso resistente ao herbicida glyphosate
por meio dos experimentos de dose-resposta e acumulo de acido chiquimico.

2) N&o houve relagdo de retencéo foliar e angulo de contato com a resisténcia
de capim-amargoso ao herbicida glyphosate.

3) A absorgdo € mecanismo indireto de resisténcia do capim-amargoso ao
herbicida glyphosate.

4) A translocacao é mecanismo de resisténcia de capim-amargoso ao herbicida
glyphosate.

5) O metabolismo € mecanismo de resisténcia do capim-amargoso ao

glyphosate.
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APENDICE A - Padronizacdo das medidas para avaliacdo de caracteristicas
fotossintéticos do cafeeiro

A padronizacdo das medidas para avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a foi
feita por meio de experimentos preliminares, constando da determinacdo do tempo

padrao de adaptacao ao escuro e do fluxo padrdo de fotons.

Determinacéo do tempo padrao de adaptacido ao escuro e do fluxo padrao de fétons

Mudas de cafeeiro cultivar Catuai Vermelho IAC-144, com cinco pares de folhas
totalmente expandidas, foram colocadas em cémara de crescimento utilizando-se do
fotoperiodo de 14/10 h de claro/escuro, em intensidade de radia¢do fotossinteticamente
ativa de 400 pmol m? s™'. A temperatura foi controlada em 25 + 2 °C. As mudas foram
mantidas em aclimatacdo na camara de crescimento por uma semana, antes das
avaliagdes.

Decorrido o periodo de aclimatagao, foi feita, inicialmente, a caracterizagdo da
eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) de todas as folhas do cafeeiro, em ambos
os lados do limbo foliar, utilizando fluorébmetro (Hansatech, PEA-MK2, Inglaterra).
Inicialmente, procurou-se estabelecer uma unidade foliar padrdo em que seria
mensurada a fluorescéncia da clorofila a. Para isso, as medi¢des de Fv/Fm foram feitas
utilizando o fluxo de fétons de 450 pmol m? s, com tempo de escuro de 30 min e
tempo de emissao de fétons de 5 s.

O teste F foi ndo-significativo (P > 0,05) quando se testou diferencas entre os
lados direito e esquerdo da folha, a folha 1 e 2 do par de folhas alternas do cafeeiro e o
valor médio geral para cada par de folha do cafeeiro (dados nao apresentados). Isto
indicou que, estatisticamente, qualquer folha escolhida poderia ser usada para
quantificar Fv/Fm, sem diferenca significativa. Contudo, de maneira geral, ambos os
lados do limbo foliar das duas folhas dos trés primeiros pares de folhas apresentaram

valores absolutos de Fv/Fm mais altos que aqueles do quarto e quinto pares de folhas
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(Figura 1A). Além disso, em média, o terceiro par de folhas apresentou valor absoluto
de Fv/Fm maior que as demais, com menor erro padrdo (Figura 1B). Por esses motivos,
o terceiro par de folhas foi escolhido como unidade foliar padrao para as avaliagdes da
fluorescéncia da clorofila a.
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Figura 1A. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) de cada folha (A) e da média de cada
par de folhas (B) do cafeeiro. Jaboticabal, 2008.

Determinada a unidade foliar padrdo, em seguida, procurou-se estabelecer o
tempo padrdo de adaptacao ao escuro. Para isso, as medi¢des de Fv/Fm foram feitas,
utilizando o fluxo de fétons de 450 pmol m? s™ e tempo de emiss&o de fétons de 5 s.

De maneira geral, os valores de Fv/Fm tornaram-se constantes ap6s 12 min de
escuro (Figura 2A), indicando que, apdés esse periodo, a eficiéncia quéantica do
fotossistema Il € maxima. Assim, o tempo padrdo de adaptacdo ao escuro foi
estabelecido em 15 min para as avaliagcoes da fluorescéncia da clorofila a do cafeeiro.

Por fim, procurou-se estabelecer o fluxo padrdo de fotons. Para isso, as leituras
foram feitas, utilizando-se do tempo padrdo de adaptacdo ao escuro, previamente
determinado, e do tempo de emissao de fétons de 5 s.

De maneira geral, os valores de Fv/Fm tornaram-se constantes apos
150 umol m? s (Figura 3A), indicando que, apds esse fluxo de fétons, a eficiéncia
quantica do fotossistema Il € maxima. Assim, o fluxo padrdo de fotons foi estabelecido

em 300 umol m? s para as avaliagdes da fluorescéncia da clorofila a do cafeeiro.
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Figura 2A. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) da unidade foliar padrao do cafeeiro
em relagao ao tempo de adaptagao ao escuro. Jaboticabal, 2008.
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Figura 3A. Eficiéncia quéntica do fotossistema Il (Fv/Fm) da unidade foliar padrédo do cafeeiro
em relacao ao fluxo de fétons incidente. Jaboticabal, 2008.

A padronizagdo das medidas para avaliagdo das caracteristicas fotossintéticas
de taxa fotossintética, taxa de transpiracdo, condutancia estomatica e concentragcao
interna de CO. na folha do cafeeiro foi realizada ao final do desenvolvimento do
experimento descrito no Capitulo 2, analisando-se plantas de café mantidas sem
convivéncia com o capim-amargoso durante todo o periodo experimental. Essa
padronizagdo constou da determinacédo da radiacdo fotossinteticamente ativa padrdo

para a cultivar de cafeeiro utilizada nos experimentos.
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Determinacdo da radiacio fotossinteticamente ativa padrdo

Caracterizou-se o fluxo de CO» no terceiro par de folhas do cafeeiro, em resposta
a crescentes fluxos de radiacado fotossinteticamente ativa, visando estabelecer a
quantidade de luz necessaria para saturar a absor¢cao de CO, pela cultura. As leituras
foram feitas utilizando-se do analisador de gas por sensor infravermelho — IRGA (Li-Cor,
LI-6400, EUA).

As avaliagbes ocorreram entre 8n00 e 10h00, em ambos os experimentos, sendo
que concentragdo de CO, de referéncia variou de 369 a 389 umol m? s™'. Além disso, a
temperatura da folha foi pré-fixada em 25 °C. As leituras foram feitas em sete plantas,
sendo avaliadas duas folhas por planta.

A saturacdo da absorcdo de CO, por plantas de cafeeiro ocorreu entre as
radiagées de 400 e 600 umol m? s (Figura 4A). Assim, optou-se por um valor préximo
a 500 pmol m? s para as medicdes relativas as taxas de fotossintese e transpiragao,
condutancia estomatica e concentracao interna de CO, na folha. O valor estabelecido

para a radiagdo fotossinteticamente ativa padrdo foi de 522 pmol m? s,

Essas
medicdes foram realizadas um dia antes das demais avaliacées que estao descritas no

item Material e Métodos do Capitulo 2.

Fluxo de CO, (umol m*s™)
n
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Figura 4A. Variagéo do fluxo de CO, em folhas de cafeeiro em fungéo de diferentes fluxos de
fétons. Jaboticabal, 2009



APENDICE B - Imagens
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Figura 1B. Efeitos visuais de intoxicacao aos 30 dias apds aplicacao de glyphosate, em plantas
de cafeeiro com 45 dias apos o transplante. Jaboticabal, 2009-10.
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Figura 2B. Imagens de translocacio da radioatividade em bidtipos susceptivel (S) e resistente
(R) de capim-amargoso até 96 horas apés a aplicacao (HAA). Cérdoba, 2010.
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