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RESUMO

Dentre os principais herbicidas registrados para a cultura da cana-de-acUcar destaca-
se o clomazone. Cultivares de cana-de-acucar apresentam comportamentos distintos
guanto a tolerancia a esse herbicida devido ao estagio de desenvolvimento da cultura
aliado a época de aplicacéo e diferencas na absor¢cdo e metabolizacdo que também
podem estar envolvidas na tolerancia diferencial das variedades. O objetivo do
trabalho foi avaliar a toleréncia diferencial de variedades de cana-de-aclUcar ao
herbicida clomazone e compreender sua relacdo com o perfil morfologico, fotoquimico
e bioquimico das plantas. Quatro experimentos foram realizados com as variedades
de cana-de-acucar SP80-3280, RB97-5375, RB93-579 e RB97-5201 plantadas via
mudas pré-brotadas (MPB), para os trés primeiros experimentos a aplicacdo de
clomazone foi realizada sete dias ap6s o transplantio. O primeiro experimento foi
realizado em delineamaneto experimental inteiramente casualizado com 5 repeticdes
em esquema fatorial 4 x 2 (variedades x doses), o clomazone foi aplicado nas doses
de 0 e 1000 g i.a. ha. Avaliacdes de fitointoxicacdo, nimero de folhas e perfilhos,
altura, taxa de transporte de elétrons (ETR) e eficiéncia fotoquimica efetiva do
Fotossistema Il (OPSII) foram realizadas aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias apoés a aplicagéo
do herbicida (DAA). O segundo experimento foi realizado em esquema fatorial 4 x 8,
ou seja, quatro variedades e oito doses do herbicida clomazone, (0; 250; 500; 1000;
2000; 4000; 8000 e 16000 g i.a. ha'). Aos 28 dias ap6s a aplicacédo foram realizadas
avaliacoes de fitointoxicacao, altura e massa seca das plantas. O terceiro experimento
foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado com 5
repeticbes em esquema fatorial 4 x 4 (variedades x tempos de coleta). As plantas
foram coletadas 1, 8, 24 e 72 horas apés a aplicacdo do herbicida (HAA) para
determinacdo dos teores de clomazone e dos metabdlitos hydroxyclomazone e
ketoclomazone. Para o quarto experimento utilizou-se o tragador corante Azul
Brilhante nas mesmas variedades com a aplicacao ocorrendo aos 7 e 30 dias ap0os o
transplantio das mudas (DAT) no intuito de verificar a deposigcdo nas plantas.
Observou-se diferenca quanto a sensibilidade das variedades de cana-de-acuUcar ao
herbicida clomazone, as variedades SP80-3280, RB97-5375 foram mais tolerantes a
acao do herbicida, ja as variedades RB93-579 e RB97-5201 sofreram as maiores
injurias, sendo que RB93-579 foi mais sensivel ao clomazone, apresentando a maior

reducdo de massa seca da parte aérea. As variedades consideradas tolerantes



apresentaram comportamento de metabolizacdo do clomazone distinto do observado
para as variedades sensiveis, apresentando em pelo menos dois periodos de coleta
menores concentracdes do metabolito ketoclomazone. A tolerancia diferencial das
variedades pode ser explicada por diferengcas encontradas no metabolismo do

clomazone.

Palavras-chave: ketoclomazone; inibidores da sintese de carotenoides; metabolismo;
mudas-pré-brotadas.



ABSTRACT

Among the main herbicides registered for sugarcane cultivation, clomazone stands
out. Sugarcane cultivars exhibit distinct behaviors regarding tolerance to this herbicide
due to the crop's development stage, application timing, and differences in absorption
and metabolism, which may also be involved in the differential tolerance of the
varieties. The objective of this study was to evaluate the differential tolerance of
sugarcane varieties to the herbicide clomazone and to understand its relationship with
the plants’ morphological, photochemical, and biochemical profiles. Four experiments
were conducted with the sugarcane varieties SP80-3280, RB97-5375, RB93-579, and
RB97-5201, planted via pre-sprouted seedlings. For the first three experiments,
clomazone was applied seven days after transplanting. The first experiment was
conducted in a completely randomized experimental design with 5 replicates ina 4 x 2
factorial scheme (varieties x doses), with clomazone applied at doses of 0 and 1000 g
a.i. hal. Phytotoxicity, leaf and tiller numbers, height, electron transport rate (ETR),
and effective photochemical efficiency of Photosystem Il (OPSII) were evaluated at 3,
7,14, 21, and 28 days after herbicide application (DAA). The second experiment was
conducted in a 4 x 8 factorial scheme, four varieties and eight doses of the herbicide
clomazone (0; 250; 500; 1000; 2000; 4000; 8000, and 16000 g a.i. ha-1). At 28 days
after application, phytotoxicity, height, and dry mass of the plants were evaluated. The
third experiment was conducted in a completely randomized experimental design with
5 replicates in a 4 x 4 factorial scheme (varieties x collection times). Plants were
collected 1, 8, 24, and 72 hours after herbicide application (HAA) to determine the
levels of clomazone and the metabolites hydroxyclomazone and ketoclomazone. For
the fourth experiment, the tracer dye Brilliant Blue was used in the same varieties, with
the application occurring at 7 and 30 days after seedling transplanting (DAT) to verify
deposition in the plants. Differences in sensitivity to the herbicide clomazone were
observed among the sugarcane varieties, with SP80-3280 and RB97-5375 being more
tolerant to the herbicide, while RB93-579 and RB97-5201 suffered the most injuries,
with RB93-579 being the most sensitive to clomazone, showing the greatest reduction
in aerial dry mass. The varieties considered tolerant showed a different clomazone
metabolism behavior compared to the sensitive varieties, showing lower

concentrations of the metabolite ketoclomazone in at least two collection periods. The



differential tolerance of the varieties can be explained by differences in clomazone
metabolism.

Keywords: ketoclomazone; inhibitors of carotenoid biosynthesis; metabolism; pre-
sprouted seedlings.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca como maior produtor mundial de cana-de-acucar, na safra
22/23 o pais produziu 610 milhdes de toneladas em 8,2 milhées de hectares (Conab,
2022). Dentre os principais produtos originados, destacam-se o etanol, o aclUcar e a
geracao de energia elétrica através da biomassa.

Dentre os fatores que afetam a produtividade do canavial e geram custos de
producdo destaca-se a presenca de plantas daninhas. Dependendo do grau de
infestacdo o controle de plantas daninhas pode representar até 30% dos custos de
producao (Arevalo, 2002). As plantas daninhas podem interferir no processo produtivo
da cana-de-acucar através da competicdo pelos recursos disponiveis no meio,
principalmente agua, luz e nutrientes, como também pela producdo de compostos
quimicos liberados no ambiente que s&o prejudiciais a cultura (Victoria Filho;
Christoffoletl, 2004). Além disso, as plantas daninhas assumem grande importancia
guando atuam como hospedeiras alternativas de pragas e doencas que afetam a
cultura. Sendo assim, é de fundamental importancia o manejo adequado de plantas
daninhas para que se tenha lucratividade nesse segmento agricola.

O manejo de plantas daninhas na cultura da cana-de-agucar pode ser realizado
através de medidas preventivas, que visam evitar a entrada e disseminacdo de
propagulos de plantas daninhas na area; medidas culturais como manejo varietal,
manejo da palha, rotacdo, sucessdo e culturas intercalares; além do controle
mecanico e quimico. O método quimico € o mais empregado em virtude do alto
rendimento e baixo custo quando comparado com outros métodos, além do elevado
namero de produtos eficientes registrados para essa cultura. Atualmente, no Brasil,
existem aproximadamente 50 ingredientes ativos registrados para o controle de
plantas daninhas na cultura da cana-de-acucar (Agrofit, 2023).

Dentre os herbicidas utilizados na cultura da cana-de-acucar destaca-se o
clomazone, pertencente ao grupo quimico das isoxazolidinonas, apresenta absor¢cao
predominante pelo meristema apical das plantulas, pelas raizes e pelo colo das
plantas, com translocacao apoplastica (via xilema) (Procoépio; Silva; Vargas, 2008).
Esse herbicida atua no processo da fotossintese, inibindo uma enzima da rota de

sintese dos carotenoides, protetora da clorofila. Como resultado de sua acéo, as
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folhas das plantas sensiveis tornam-se brancas devido a fotodegradacé&o da clorofila,
sendo sintoma caracteristico desse grupo de herbicidas (Senseman, 2007).

Uma das principais questfes envolvidas no sucesso do controle quimico das
plantas daninhas na produgcdo agricola, est4 relacionada a seletividade dos
herbicidas, que € considerada como uma medida de resposta diferencial de diversas
espécies de plantas a um determinado produto. A aplicacdo sera mais segura a
medida que houver maior diferenciacdo de tolerancia entre a cultura e a planta
daninha (Oliveira Junior; Inoue, 2011). No entanto, a seletividade do herbicida em uma
determinada cultura ocorre até uma determinada dose, a partir desse ponto pode
haver prejuizo no desenvolvimento da cultura ou até morte das plantas (Azania;
Azania, 2014).

Diversos trabalhos foram realizados avaliando a seletividade dos herbicidas
mais comumente utilizados na cana-de-acucar, bem como a tolerancia diferencial das
principais variedades de cana-de-acucar, porém, sdo poucas as informacdes sobre a
relacdo do processo de metabolizacdo de herbicidas na tolerancia de variedades de
cana-de-aclcar a esses produtos, principalmente quando aplicados em pos-
emergéncia no sistema de mudas pré-brotadas. Nesse contexto o objetivo desse
trabalho foi avaliar a avaliar a tolerancia de diferentes variedades de cana-de-acguUcar
ao herbicida clomazone e compreender sua relacdo com o perfil morfologico,

fotoquimico e metabdlico nas plantas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A culturadacana-de-agucar

A cana-de-acUcar pertence a familia Poaceae e ao género Saccharum que
abrange varias espécies, porém, a cana atualmente cultivada no Brasil e no mundo é
resultado da hibridacéo realizada por programas de melhoramento, sendo que as
espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi, S. robustum e S. edule
fazem parte da constituicdo genética (Figueiredo, 2010; Jadoski et al., 2010; Scarpari;
Beauclair, 2010). E uma planta perene e prépria de climas tropicais e subtropicais,
nativa do sudeste da Asia com centro de origem exato incerto, sendo as ilhas do
Arquipélago da Polinésia, Nova Guiné e india as regides mais citadas como possiveis
centro de origem (Figueiredo, 2010).

A cana-de-acUcar apresenta metabolismo fotossintético C4, sendo considerada
altamente eficiente na conversdo de energia radiante em energia quimica, sendo
estes processos de bioconversao de energia efetivamente afetados por parametros
ambientais como: intensidade e quantidade de luz, concentracdo de CO2,
disponibilidade de agua e nutrientes e temperatura (Rodrigues, 1995).

Na regido centro-sul do Brasil o plantio da cana pode ser realizado durante todo
o ano, devendo-se atentar a restricbes relacionadas a disponibilidade hidrica e
algumas caracteristicas das variedades como maturacdo e ciclo fenolégico. Os
principais periodos de plantio ocorrem de setembro a dezembro quando a cana é
denominada “cana de ano”, de janeiro a abril caracterizando o plantio da “cana de ano
e meio” e de maio a agosto conhecida como “cana de inverno” devido a época seca
que ocorre na regiao, necessitando irrigacdo uma vez que a disponibilidade de agua
no solo é baixa durante esse periodo (Barbosa, 2016).

Atualmente o Brasil se destaca como o maior produtor de cana-de-acgucar do
mundo, seguido pela india, sendo o maior produtor de acticar e alcool e o maior
exportador mundial de acucar (FAO). A cana-de-agucar no Brasil ocupa uma area total
de aproximadamente 8,3 milhdes de hectares, sendo o estado de S&o Paulo o maior
produtor. A estimativa de producdo de cana-de-agucar do pais € de 598,34 milhdes
de toneladas na safra 2022/23, representando um aumento de 2,8% na regido Centro-

Sul e 9,5% na regido Norte-Nordeste quando comparada a safra 2021/22, sendo que
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apenas o estado de Sdo Paulo alcancou uma producdo de 308,14 milhdes de
toneladas (Conab, 2022).

O panorama para a agroindustria da cana-de-agUcar tem se mostrado favoravel
em funcédo do preco do petrdleo e da demanda da sociedade com relagdo a protecdo
ao meio ambiente (Figueiredo, 2010). O setor sucroenergético brasileiro passa por
uma fase favoravel devido & mudancas importantes na dinamica desse setor, levando
a reducdo na competitividade das unidades industriais, adequacdo de estratégias
adotadas e expansao no cultivo da cana-de-acucar (Margarido; Santos, 2016).

Os interesses na tecnologia brasileira, que giram em torno dos aspectos
sociais, econdmicos e ambientais do etanol, tém refletido no aumento da producéo de
cana-de-acgUcar no pais nos ultimos anos, que requer investimentos em infraestrutura
e expansdao de area plantada (Sobrinho et al., 2019).

O desenvolvimento de cultivares de cana-de-acucar € um processo continuo
gue ocorre no Brasil e em outros paises produtores, e tem como principal objetivo o
aumento da produtividade, resisténcia a pragas e doencas e maior adaptabilidade a
diferentes tipos de solo, técnicas de manejo e varia¢des climaticas (Figueiredo, 2010;
Jadoski et al., 2010). Segundo Margarido e Santos (2016), a escolha da variedade
ainda é a base de todas as tecnologias de producédo, 0 manejo varietal se torna uma
estratégia para obter ganhos através da interacdo gendtipo/ambiente.

O Programa Cana do Instituto Agronémico — IAC desenvolveu uma tecnologia
gue visa o plantio de cana-de-acgucar no sistema de multiplicacdo de mudas pré-
brotadas (MPB). Os principais objetivos desse sistema sdo aumentar os ganhos
econdbmicos, a eficiéncia na implantacdo de viveiros e no replantio de areas
comerciais, bem como na renovacao e expansao de areas de cana-de-acgucar, além
de proporcionar rapida producdo de mudas e garantir alto padréo de fitossanidade e
uniformidade de plantio (Landell et al., 2012).

2.2 Interferéncia e controle de plantas daninhas na cultura da cana-de-ac¢ucar

Um dos principais problemas que ocorrem na cultura da cana-de-agucar é a
interferéncia imposta pela presenca das plantas daninhas na lavoura. Apesar de ser
altamente eficiente na utilizacdo dos recursos disponiveis para o seu crescimento, a

7z

cana-de-agucar € intensamente afetada nas fases iniciais de crescimento pela
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presenca das plantas daninhas (Victoria Filho; Christoffoleti, 2004). Esse fato ocorre
principalmente em func&o do lento crescimento inicial da cana levando a um maior
periodo para fechamento do dossel, permitindo o acesso das plantas daninhas a luz,
aumentando assim a competicdo atribuida a estas espécies (Galon et al., 2011).

Competicao e alelopatia sédo os mecanismos de interferéncia mais relevantes
guando se trata dos efeitos diretos sobre as plantas cultivadas (Pitelli, 2014), sendo
gue a competicao pode ser considerada o principal fator de interferéncia e a principal
consequéncia é a reducdo na produtividade da cana-de-acgucar (Kuva; Salgado,
2014). Quando essas plantas ndo sdo controladas adequadamente podem causar
perdas na produtividade da cultura em até 85% (Dinardo-Miranda; Vasconcelos;
Landell, 2010).

O conhecimento da extensao do periodo em que a cultura e a comunidade
infestante estdo convivendo e disputando por recursos do meio é fundamental (Pitelli,
2014). Diversos autores estudaram os periodos de interferéncia de espécies de
plantas daninhas na cultura da cana-de-acucar, no entanto, os estudos devem ser
realizados com maior frequéncia e em diferentes condic¢des, pois esse processo é
influenciado por diversos fatores relacionados a comunidade infestante, a cultura e ao
ambiente que ocorre a relacéo de interferéncia (Kuva; Salgado, 2014).

Kuva et al. (2003), ao determinarem os periodos de interferéncia na cultura da
cana-de-aclcar em area onde as espécies Brachiaria decumbens e Panicum
maximum prevaleciam, observaram que quando se considera uma tolerancia de 10%
de reducédo na produtividade, o periodo anterior a interferéncia (PAI) foi de 106 dias e
o periodo total de prevencéo a interferéncia (PTPI) foi de 86 dias. J4 quando os niveis
de tolerancia séao reduzidos para 2%, o PAI foi de 58 dias e o PTPI de 186 dias. Em
relagdo a produtividade, foi observado uma reducéo de 40% quando n&o foi realizado
o controle das plantas daninhas durante todo o ciclo da cana-de-acucar.

Em uma area com predominancia de Panicum maximum, Acanthospermum
hispidum e Alternanthera tenella, o PAI para a cana-de-acucar foi de 18 dias apos a
brotacdo e o PTPI de 137 dias, considerando perda maxima de 5% na producao de
colmos da cana-soca. Quando nado houve o controle da comunidade infestante, foi
observada perda de 33,4% na produtividade da area (Meirelles; Alves; Nepomuceno,
2009).

As variaveis morfologicas da cana-de-acucar também podem ser afetadas pela

presenca das plantas daninhas, Galon et al. (2011) observaram reducéo da area foliar,



24

do didmetro e numero de colmos, da altura e do numero de folhas e do acumulo de
massa seca da parte aérea de variedades de cana-de-aglcar com o0 aumento da
populacdo de Brachiaria brizantha. Zera. Schiavetto e Azania (2016) também
identificaram redugfes na altura, nimero de perfilhos e acumulo de massa seca de
mudas pré-brotadas (MPB) em competicdo com Panicum maximum.

Fica evidente que as plantas daninhas interferem negativamente na
produtividade da cana-de-agUcar; o conhecimento da intensidade de interferéncia
causada por populagfes de plantas daninhas, dos periodos criticos e do potencial de
reducdo de produtividade sdo fundamentais para o planejamento dos manejos a
serem adotados (Galon et al., 2011; Kuva et al., 2000; Oliveira; Freitas, 2008).

Na cultura de cana-de-acUcar o manejo de plantas daninhas tem como
principais ferramentas os métodos de controle cultural, mecénico e quimico (Silva et
al., 2018). No controle cultural, a competitividade da cana-de-acUcar em relacéo as
plantas daninhas deve ser favorecida, a utilizacdo de variedades altamente
competitivas, sanidade das mudas, adubacéo adequada e espacamento de plantio
sdo medidas que podem auxiliar nesse processo (Procopio et al., 2016).

No manejo varietal, a selecdo de variedades de cana-de-acUcar mais
adequadas para cada regido e sistema de manejo é complexa. E importante o
conhecimento das caracteristicas das variedades que podem influenciar diretamente
a competicdo entre a cultura e as plantas daninhas, como por exemplo arquitetura
foliar, perfilhamento, brotagdo das soqueiras, exigéncia em fertilidade do solo,
resisténcia a pragas e doencas e suscetibilidade a herbicidas (Procépio; Silva; Vargas,
2008).

A rotacdo com o plantio de culturas de ciclo curto, geralmente leguminosas, no
periodo de renovacdo do canavial é uma pratica de controle cultural amplamente
adotada, apresenta custo relativamente baixo e promove aumentos significativos na
produtividade da cana em pelo menos dois cortes consecutivos. Além de proteger o
solo contra a eroséo e evitar a propagacao de plantas daninhas (Ambrosano et al.,
2005).

O sistema de producéo de cana crua traz diversas modificagbes que impactam
na composicao das espécies infestantes, como por exemplo a manutengcdo de uma
camada de palha sobre o solo (Azania et al., 2002). A palha de cana-de-acucar
cobrindo a superficie do solo pode interferir na dorméncia, germinagcéo e mortalidade

das sementes de plantas daninhas, podendo causar mudangas na composicao da
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comunidade infestante. Essas mudancas sdo muito especificas e dinamicas, pois
dependem da quantidade de palha e da espécie daninha, que pode ser favorecida ou
nao pela cobertura morta (Correia; Durigan, 2004). Segundo Ferreira et al. (2010a), a
maior eficacia da cobertura morta no controle das plantas daninhas, esta relacionada
com a quantidade (t hat), densidade e uniformidade de distribuicéo de palha da cana
de-acucar no solo. A presenca da palha também pode alterar a dinamica dos
herbicidas aplicados na cultura da cana-de-acucar, refletindo no periodo residual de
controle e na eficiéncia desses produtos e, consequentemente, na composi¢ao das
plantas daninhas presentes na area (Kuva; Salgado, 2014).

No sistema de producdo atualmente adotado, o controle mecanico de plantas
daninhas pode ocorrer principalmente na renovagao do canavial e durante a operagao
quebra-lombo, que tem como objetivo o nivelamento da area para a colheita
mecanizada, e terd maior eficacia se integrado ao controle quimico (Kuva; Salgado,
2014).

2.2.1 Controle quimico de plantas daninhas

O controle quimico de plantas daninhas € o mais utilizado nos canaviais, a
aplicacdo dos herbicidas pode ser realizada em pré-emergéncia, pds-emergéncia
(inicial ou tardia), na reforma do canavial para controle da soqueira e como maturador
em subdoses (Procépio et al., 2016).

O controle de plantas daninhas na cana-planta pode ser feito em diversos
momentos, através da dessecacao pré-plantio utilizando herbicidas de acao total
como o glifosato, podendo também haver associacdo com herbicidas residuais para
evitar ou minimizar a reinfestacao; com o pré-plantio incorporado quando o herbicida
€ aplicado antes da operacdo de nivelamento do solo, tendo como vantagem a
ampliacdo da janela de aplicacdo, evitando a ocorréncia de plantas daninhas em
estadio avancado de desenvolvimento e aplicagcbes em pos plantio da cana-de-
acucar, que pode ser realizada entre o plantio e a operacéo de nivelamento do solo
(quebra-lombo) e do quebra lombo até o sombreamento total das entrelinhas. A
extensdo de cada um desses periodos € fundamental para a definicdo dos herbicidas

gue serdo aplicados (Kuva; Salgado, 2014).



26

Em relacéo a aplicacdo de herbicidas na cana-soca, grande parte da colheita é
realizada em periodo de solo seco ou semi-seco, permitindo que herbicidas com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas sejam implementados no manejo. Nesse
periodo, a maior disponibilidade no solo ocorre para herbicidas que apresentam alta
solubilidade, baixa adsorcao aos coloides do solo, baixa volatilidade e baixos indices
de fotodegradacdo. Produtos como isoxaflutole, imazapic, amicarbazone e clomazone
apresentam essas caracteristicas (Christoffoleti et al., 2004).

Com o aumento de areas de cana-de-agucar produzidas no sistema de cana-
crua, que promove o depdsito de restos culturais sobre o solo, houve uma mudanca
na dindmica dos herbicidas no ambiente, uma vez que a interacdo com a camada de
palha pode provocar alteragbes no comportamento e eficdcia de controle desses
produtos (Carbonari et al., 2010). Caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas como
solubilidade (S), pressao de vapor (P) e o coeficiente octanol agua (Kow) interferem
diretamente nesse processo (Silva; Monquero, 2013).

Quando o plantio da cana-de-acgUcar é realizado com a tecnologia de mudas
pré-brotadas, sdo poucas as informacdes de como os herbicidas se comportarao
guando aplicados em area total antes ou logo apds o plantio das mudas (Sabbag et
al., 2017), desta forma o controle das plantas daninhas nesse sistema de plantio torna-
se um desafio, pois se faz necessario alterar as modalidades e posicionamento de
aplicacdo dos herbicidas para garantir a seletividade sobre as mudas (Zera;
Schiavetto; Azania, 2016).

2.3 Seletividade de herbicidas

Um dos principais fatores relacionados ao sucesso dos herbicidas modernos é
sua acao fitotoxica seletiva (Cobb; Reade, 2011). A seletividade de herbicidas é
considerada como uma medida da resposta diferencial de diversas espécies de
plantas a um determinado herbicida (Oliveira Junior; Inoue, 2011).

Os herbicidas seletivos sdo amplamente utilizados no controle quimico em
cana-de-acgucar, sendo capazes de eliminar plantas daninhas que se encontram
presentes na cultura, aplicados nas doses recomendas, sem reduzir a produtividade

e qualidade do canavial (Velini et al., 2000).
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Fatores determinantes na seletividade estdo relacionados as caracteristicas
das plantas como a seletividade associada a retencdo ou absorcédo diferencial, que
envolve fatores como idade, cultivar, tamanho da semente ou estrutura de propagacao
vegetativa e seletividade relacionada a translocacdo e ao metabolismo diferencial;
outros fatores estéo relacionados as caracteristicas dos herbicidas ou método de
aplicacdo como formulacéo, dose, localizacdo espacial ou temporal em relacdo a
planta (Azania; Azania, 2014; Oliveira Junior; Inoue, 2011).

Cobb e Reade (2011) consideram que, embora a seletividade do herbicida seja
resultante de uma interacdo complexa de diversos fatores, o metabolismo diferencial
pode ser considerado o principal mecanismo. De maneira geral, as plantas
apresentam grandes diferencas em sua capacidade de metabolizar herbicidas, o que
pode estar diretamente relacionado com a tolerancia ou suscetibilidade.

Para a cultura da cana-de-acucar a seletividade de herbicidas esta relacionada
principalmente as caracteristicas fisico-quimicas e dose do herbicida, das condi¢bes
edafocliméticas e do estadio de desenvolvimento da cultura no momento da aplicacao
e da suscetibilidade dos gendtipos (Galon et al., 2010). Segundo Procépio, Silva e
Vargas (2008), as variedades de cana-de-agucar apresentam tolerancia diferencial
aos herbicidas, sendo importante conhecer o grau de tolerancia a um determinado
produto para evitar danos ao crescimento e producéo da cultura.

O desenvolvimento de variedades tolerantes a herbicidas, que pode ser
realizado através do melhoramento genético convencional aliado as técnicas
bioquimicas e de biologia molecular, pode contribuir para a reducdo dos custos
envolvidos na producdo da cultura, bem como das perdas inerentes as injarias

provocadas pela acéo de herbicidas (Ferreira et al., 2010b).

2.3.1 Absorcéo e metabolismo diferencial de herbicidas

Para que exercga sua agao, o herbicida deve ser absorvido pela planta e atingir
seu local de acéo, onde podera se acumular em concentra¢cdes que provocardo uma
resposta fitotoxica. Uma vez que a quantidade do produto que atinge o local alvo &
crucial para a fitotoxicidade, qualquer fator que altere a concentragdo do herbicida
contribuira para a seletividade. Diversos fatores podem influenciar a concentracao

final do herbicida nos locais de acao, incluindo a absorcéo pela parte aérea ou raiz, a
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translocacao dos locais de absorcao para os locais de acdo ou a metabolizacdo do
herbicida em composto néo toxicos para as plantas (Cobb; Reade, 2011; Hess, 1985).

A absorc¢do de herbicidas ocorre de forma diferenciada para cada espécie e as
caracteristicas anato-morfolégicas e anato-fisiologicas determinam a quantidade do
herbicida que sera absorvida pelas plantas (Azania; Azania, 2014). A absorcao foliar
€ um processo complexo, que depende das propriedades fisico-quimicas dos
produtos, das condicbes ambientais e das caracteristicas da superficie foliar das
plantas, como forma e espessura das ceras epicuticulares, permeabilidade da cuticula
e presenca de pelos e tricomas (Wang; Liu, 2007).

Componentes morfologicos que também podem influenciar na seletividade
estdo relacionados com o arranjo foliar, podendo garantir que maior area da superficie
da folha seja exposta para maior interceptacdo da pulverizacao; e também com a
distribuicdo dos meristemas, que tendem a ser mais acessiveis a pulverizacdo em
espécies de folhas largas quando comparado a bainha protetora ou folhas que
envolvem 0 meristema presentes nas espécies monocotiledéneas (Cobb; Reade,
2011).

Zangoueinejad, Alebrahim e Tseng (2021), observaram que cultivares de
tomate previamente identificadas como tolerantes ao dicamba, apresentaram
absorcao reduzida do herbicida quando comparado a cultivares sensiveis. A absorcéo
diferencial foi atribuida as caracteristicas foliares das cultivares, uma vez que as
cultivares tolerantes apresentaram folhas mais estreitas e maior densidade de
tricomas. Os autores sugerem que 0s cultivares sensiveis, por apresentarem maior
area foliar, puderam interceptar uma quantidade mais significativa do dicamba,
permitindo assim maior absorcéo do herbicida no tempo.

Abit e Al-Khatib (2009), avaliando a absor¢do de mesotrione em hibridos de
sorgo observaram baixa taxa de absorcdo quando comparado aos teores relatados
na cultura do milho. A baixa absorc¢éo foliar de mesotrione no sorgo pode ser devido
a presenca de maior quantidade de cera foliar e grande namero de tricomas presentes
nessa espécie. O hibrido de sorgo tolerante ao mesotrione apresentou absor¢ao
levemente maior do que o hibrido suscetivel, os autores correlacionam este fato a
possibilidade de haver menor dano nos tecidos, que continuaram absorvendo o
herbicida ao longo do tempo. De maneira geral, as espécies tolerantes tém a
capacidade de metabolizar o herbicida mais rapida e extensivamente do que as

espécies suscetiveis.
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O metabolismo dos herbicidas é um processo que pode envolver trés fases:
Fase | - converséo, Fase Il - conjugacao e Fase Ill — compartimentalizacdo. Durante
a fase | ocorrem reacgOes de oxidacao e hidroxilagdo, que normalmente aumentam a
polaridade, produzindo uma substancia mais solivel em agua e geralmente menos
toxica que o composto original. Modificacées do herbicida na Fase | também podem
fornecer sitios de ligacéo para conjugacéao (Fase Il) (Hatzios, 1991).

O complexo enzimatico citocromo P450 monoxigenase desempenha um papel
primério no metabolismo da Fase | de herbicidas (Siminszky, 2006), as enzimas desse
complexo estdo envolvidas em uma ampla gama de reacdes de monooxigenacao e
hidroxilacdo, normalmente inserem um atomo de oxigénio em moléculas hidrofébicas
inertes para torna-las mais reativas e hidrossolUveis (Dimaano; lwakami, 2021). Esse
complexo forma a maior classe de enzimas vegetais, diversas proteinas P450 sao
provavelmente codificadas pela maioria das espécies de plantas (Werck-Reichhart;
Hehn; Didierjean, 2000).

De acordo com Siminszky (2006), o metabolismo de varios herbicidas esta
relacionado com a acao do citocromo P450, diversos estudos demonstram mudangas
na atividade herbicida e/ou na taxa de metabolismo do herbicida em resposta a
inibidores de P450. Em levantamento de estudos realizado pelo autor, o envolvimento
de P450s foi evidenciado no metabolismo de bentazona em soja; pirazossulfurom-
etilico em arroz; fenoxaprope-etilico em cevada e clomazone em algodao.

A Fase Il da metabolizacdo envolve a conjugacao de um pesticida ou metabdlito
de pesticida a metabdlitos naturais das células, como aminoacidos, acucares, acidos
organicos ou glutationa (Cobb; Reade, 2011), o que aumenta a solubilidade em agua
e reduz a toxicidade em comparacdo com o pesticida original, promovendo o
reconhecimento pelos transportadores da fase Il (Bartholomew et al., 2002; Hatzios,
1991).

A reagcdo de conjugacdo mais estudada em relagdo a desintoxicacdo de
herbicidas € a de conjugacdo da glutationa, realizada pela familia de enzimas
glutationa S-transferases (GSTs). A glutationa pode ser encontrada em altas
concentracbes na maioria dos tecidos vegetais (Cobb; Reade, 2011). A conjugacéo
de herbicidas com a glutationa também pode estar envolvida no transporte das
moléculas para sequestro no vacuolo, longe de seu local de acdo. Além disso, alguns
GSTs podem desempenhar um papel geral na protecdo de plantas contra danos

causados por espécies reativas de oxigénio (Reade; Milner; Cobb, 2004).
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Assim como acontece com os P450s, a diversidade e a evolugcédo dinamica da
familia de genes GST permitem que eles desintoxiquem uma ampla gama de produtos
guimicos e estejam envolvidos na sintese de diversos metabdlitos secundarios (Yuan;
Tranel; Stewart, 2007), desempenhando papel importante na tolerancia das culturas
a herbicidas. As enzimas GSTs estdo envolvidas no metabolismo da Fase Il de
diversos herbicidas, como atrazina, alacloro e metolacloro (Reade; Milner; Cobb,
2004).

A Fase lll pode envolver a conjugacado secundaria seguida pelo transporte dos
conjugados para fora do citosol, nos compartimentos intracelulares e/ou espaco
extracelular, como o vacuolo ou a parede celular (Bartholomew et al., 2002; Hatzios,
1991). Os transportadores ABC (ATP binding cassette) sédo o grupo mais comum de
transportadores envolvidos na desintoxicacdo da fase lll, responsaveis pelo transporte
de substéancias através das membranas utilizando energia por meio da hidrolise de
ATP (Yuan; Tranel; Stewart, 2007). De acordo com Bartholomew et al. (2002), a Fase
IV da metabolizacdo também pode ocorrer, sendo o processo responsavel pela
posterior substituicdo, degradacéo e/ou recuperacéo parcial dos conjugados.

No processo de metabolizacdo de um determinado herbicida, a participacao
das P450s pode ndo necessariamente conferir resisténcia a esse produto, seja pelas
baixas taxas de metabolismo do P450 ou pela fitotoxicidade dos produtos derivados
dessas reacdes. Os danos as culturas poderédo ser evitados se as reacdes da Fase |l
de conjugacao forem bem-sucedidas na realizacdo de desintoxicacao adicional. O
metabolismo catalisado por P450 de um herbicida ndo resultara em aumento da
resisténcia ao herbicida se a fitotoxicidade do metabdlito for igual ou maior que a da
molécula original (Cobb; Reade, 2011; Siminszky, 2006).

As reacdes oxidativas dos pesticidas em plantas sdo frequentemente reacdes
primarias que podem resultar na desintoxicacdo ou ativacdo desses compostos
(Shimabukuro; Lamoureux; Frear, 1982). Alguns herbicidas sofrem bioativagéo dentro
das células vegetais, esse € o processo pelo qual um pro-herbicida, muitas vezes
moléculas inativas como herbicidas, sdo enzimaticamente convertidas em compostos
fitotoxicos (Cobb; Reade, 2011).

Os inibidores da ACCase sao exemplos de herbicidas que sao normalmente
formulados como acido de ésteres carboxilicos e ativados por reagbes com enzimas
hidroliticas (Monquero; Hirata, 2014). O herbicida clomazone também sofre processo

de metabolizacdo mediado pelas enzimas do citocromo P450, que convertem a
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molécula em metabdlitos fitotoxicamente ativos (Ferhatoglu; Avdiushko; Barrett,
2005).

2.3.2 Clomazone

Dentre os principais herbicidas registrados para a cultura da cana-de-acucar,
destaca-se o0 clomazone, pertencente ao grupo quimico isoxazolidinonas esse
herbicida inibe a biosintese de carotenoides. E considerado um pro-herbicida uma vez
que precisa ser convertido no metabdlito 5-ceto-clomazone para apresentar efeitos
fitotoxicos. A ativacdo do clomazone na molécula biologicamente ativa 5-ceto-
clomazone requer a oxidacdo do composto original e as oxigenases que normalmente
desintoxicam um substrato xenobi6tico convertem o produto em seu metabdlito toxico
(Tenbrook; Tjeerdema, 2006).

A via metabdlica do herbicida clomazone foi demonstrada por EINaggar et al.
(1992) que evidenciou o processo de hidroxilagdo da molécula de clomazone levando
a formacao de 5-OH-clomazone, que apOs mais uma etapa de oxidacdo deu origem
ao metabdlito 5-ketoclomazone. Estudos realizados por Mueller et al. (2000)
evidenciam que o clomazone nao tem efeito na inibicdo de carotenoides, enquanto o
metabdlito 5-ketoclomazone foi responsavel por inibir 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato
sintase (DXS), enzima chave na rota de sintese dos carotenoides, demonstrando que
este metabdlito é a molécula biologicamente ativa do herbicida.

Duas vias metabdlicas distintas foram elucidadas para a formacéo de difosfato
de isopentenila (IPP) e difosfato de dimetilalilo (DMAPP), precursores metabdlicos
essenciais para a biossintese de isoprendides: a via do mevalonato, e a via néo
mevalonato do 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). Esta via isoprendide plastidica
nao mevalonato tem inicio com a formacdo de 1l-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP)
através da condensacao de piruvato e D-gliceraldeido 3-fosfato (D-GAP), catalisada
pela DXP sintase (DXS). O segundo passo € a transformacdo de DXP em 2-C metil-
D-eritritol 4-fosfato (MEP) que consiste em um rearranjo C-C e uma etapa de reducéo,
esse processo é catalisado pela enzima DXP redutoisomerase (DXR) (Lichtenthaler
et al., 2000; Matsue et al., 2010; Sponsel, 2002). Nas plantas a via MEP é responsavel
pela biossintese dos isoprendides plastidicos, como carotendides e fitol (Dayan;
Zaccaro, 2012; Lichtenthaler et al., 2000).
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Um papel importante dos carotenoides € o de proteger a clorofila da
fotooxidacdo. Apds a sintese da clorofila, a mesma se torna eletronicamente excitada
e é transformada da forma singlet para a forma triplet, mais reativa. A energia desta
forma reativa de clorofila normalmente € dissipada através dos carotenoides. Quando
0s carotenoides ndo estao presentes, estas clorofilas no estado triplet iniciam reacdes
de degradacéo, ndo sendo capazes de se manterem funcionais e estaveis. (HESS,
2000). Como consequéncia, o0 sintoma mais caracteristico desse grupo de herbicidas
€ o albinismo ou despigmentacéo das folhas (Oliveira Juanior, 2011).

Estudos demonstram a conversdo de clomazone em compostos derivados de
OH, que podem ser os produtos de uma reacdo do citocromo P450. Evidéncias da
bioativacdo do clomazone pela P450 foram obtidas em diversas culturas (Ferhatoglu;
Barrett, 2006). O uso de inseticidas organofosforado, conhecidos por inibir a
desintoxicacdo mediada por P450, reduziu o metabolismo de clomazone em seu
metabdlito toxico, protegendo plantas de milho e algoddo (Ferhatoglu; Avdiushko;
Barrett, 2005).

Culpepper et al. (2001) demonstram que a protecdo do algoddo da acgéao de
clomazone pelos inseticidas organofosforados pode ser parcialmente devida a um
efeito no metabolismo do clomazone, uma vez que os brotos das plantas protegidas
pela aplicacdo do inseticida continham uma porcentagem maior da molécula inicial do
herbicida do que as plantas que receberam apenas clomazone. Yasuor et al. (2008),
também demonstraram que a protecao por inibidores de P450 sugere que a ativacdo
oxidativa de clomazone é necessaria para toxicidade do herbicida. O tratamento de
plantas resistentes e suscetiveis de Echinochloa phyllopogon com um inseticida
inibidor da P450 antes da aplicacdo de clomazone reduziu a sensibilidade dessas
plantas ao herbicida.

O processo de metabolizacdo dos herbicidas pode estar diretamente
relacionado a sua atividade e seletividade. O metabolismo diferencial de herbicida nas
plantas é um fator de seletividade entre as culturas e as plantas daninhas (USUI,
2001). A sensibilidade ao herbicida associada a alta atividade metabolica é indicativa
de um pro-herbicida, como o caso do clomazone (Tenbrook; Tjeerdema, 2006).

Estudos realizados para determinar a absor¢cdo e o metabolismo do herbicida
clomazone na cultura da soja considerada tolerante ao herbicida e do algodéo
considerado suscetivel, relataram niveis significativamente maiores de clomazone

absorvido pela soja quando comparado ao algodéao, evidenciando que neste caso a
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absorcdao diferencial ndo é responsavel pela seletividade. Os metabdlitos do herbicida
foram isolados da soja e do algodao e testados quanto a atividade biolégica usando
folhas de Abutilon theophrasti Medic, espécie sensivel a acdo do herbicida. Os
metabdlitos isolados do algoddo reduziram em aproximadamente 50% os niveis de
clorofila de Abutilon theophrasti Medic, enquanto que os metabdlitos da soja nao
promoveram reducdes (Norman; Liebl; Widholm, 1990).

TenBrook e Tjeerdema (2005) avaliando as diferencas na sensibilidade a
clomazone entre a planta daninha Echinochloa oryzoides e a cultura do arroz (Oryza
sativa) observaram que E. oryzoides foi mais sensivel a acdo do herbicida,
apresentando reducdo mais evidente no crescimento e nos niveis de carotenoides. As
diferengcas na sensibilidade a clomazone estdo relacionadas ao metabolismo
diferencial, neste caso E. oryzoides metabolizou qualitativa e quantitativamente mais
clomazone do que o arroz, sendo compativel com a acdo de um herbicida
metabolicamente ativado (Tenbrook; Tjeerdema, 2006).

Embora o clomazone seja recomendado para uso em plantacdes de cana-de-
acucar, as cultivares apresentam tolerancia diferencial a esse herbicida (Barcellos
Janior et al., 2017). Diversos estudos tém demonstrado a tolerancia diferencial de
variedades de cana-de-acgUcar aos herbicidas, em diferentes métodos de plantio e
posicionamentos dos produtos e este fato pode ser atribuido as caracteristicas
genéticas especificas de cada material (Sabbag et al., 2017). Por consequéncia, as
plantas podem apresentar frequentes problemas de fitointoxicacao, podendo levar a
reducado da produtividade do canavial (Procopio; Silva; Vargas, 2008).

Martins et al. (2010) afirmam que diferentes padrbes de crescimento e
recuperacédo da intoxicacdo podem ser observados entre as variedades de cana-de-
acucar e esse comportamento de recuperacao ndo esta diretamente relacionado com
a intensidade inicial de fitointoxicacdo. Dessa forma, para avaliar a toxicidadade de
determinada cultura apdés a aplicacdo de herbicidas € imprescindivel avaliar ndo
apenas a fitointoxicacéo provocada pela acédo do produto, mas também os efeitos que
estas injurias podem apresentar sobre o desenvolvimento e a produtividade da planta

cultivada (Negrisoli et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Pesquisas Avancadas em
Matologia - NUPAM, pertencente ao Departamento de Producdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus de Botucatu/SP.

Quatro variedades de cana-de-agucar (SP80-3280, RB97-5375, RB93-579 e
RB97-5201) foram plantadas utilizando-se mudas pré-brotadas (MPB). Cada unidade
experimental foi constituida por vasos plasticos com capacidade para 2,8 litros,
preenchidos com a mistura de 3:1 de solo e substrato Carolina® (composto de turfa
de esfagno, vermiculita e casca de arroz carbonizada), onde as mudas foram
transplantadas. O solo utilizado apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH
(CaCl2) = 4,2; MO = 17 g dm=3; P = 4 mg dm3, K = 0,57 mmolc dm3, Ca = 4,0 mmolc
dm=3, Mg = 2,0 mmolc dm3, H+AI*3 = 28,0 mmolc. dm3. Quanto aos atributos fisicos:
areia = 210 mg dm3, argila = 692 mg dm-3 e silte = 98 mg dm3,

O clomazone (Gamit® - 500 g.i.a. L) foi aplicado utilizando um pulverizador
automatizado em ambiente fechado, com uma estrutura metalica para o suporte da
barra de pulverizagdo com 2 metros de comprimento. A barra percorre por 6 metros
com auxilio de um motor elétrico e possui um modulador de frequéncia que controla a
velocidade de trabalho. Foram utilizadas na barra quatro pontas XR 11002 VS, com
espacamento de 0,5 metros e altura de 0,5 metros em relacdo as plantas. A pressao
de trabalho adotada foi de 150 kPa e velocidade de 3,6 km h, gerando um consumo
de calda de 200 L ha! (Figura 1).

Durante a aplicacdo o solo foi protegido para garantir a absor¢cao apenas via
foliar. A aplicacao do clomazone ocorreu sete dias ap0s o transplantio das mudas. As
plantas foram mantidas em condicbes ambiente fora da casa-de-vegetacdo durante

todo o periodo do ensaio.
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Figura 1 - Aplicacdo de clomazone em quatro variedades de cana-de-acucar.

Trés experimentos foram realizados com as mesmas caracteristicas descritas
anteriormente. Dois experimentos foram conduzidos para a determinacdo da
sensibilidade das variedades de cana-de-acUcar através de avaliagdes morfolGgicas
e fisioldégicas ap0Os a aplicacdo da dose comercial de clomazone (Experimento 1) e de
uma curva de doses do herbicida (Experimento 2). O Experimento 3 foi realizado para
a determinagdo dos processos de absorcdo e metabolismo do clomazone nas
variedades de cana-de-acucar. Os Experimentos 1 e 3 foram realizados em duplicata
em periodos distintos do ano. As condi¢cdes meteoroldgicas durante a conducao dos
ensaios estdo apresentadas na Figura 2.

No experimento 4, realizado para a determinacdo da deposicdo nas quatro
variedades de cana-de-agucar, as caracteristicas sao distintas e estao descritas no
item 3.4.
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Figura 2 - Temperatura minima, média, maxima e precipitacdo durante a
conducao dos experimentos. 12 repeticdo Experimentos 1 e 3 (A), 28 repeticéo
Experimentos 1 e 3 e Experimento 2 (B)

—&— Temp. Minima O Temp. Média —v— Temp. Méxima [ Precipitacdo

40

- 40

A
35 4 L35
L4 L
/
30 4 Ty \v-v/ A SHIR S x Lso
N o 7 A NIVAVAS "o
= o & \ v ]
&) s o 00 © o 0006 ¥TY_¥ T
< 54Y _oCo o o o o 0¥, ECR-
™ 20 9 /_\_',./‘1*/ 20 2
& re o]
g g
E 15 15 &
o 8
10 0 &
5 HH H HH B
oﬂw HHH"‘ ”‘H‘HT.H 0
40 r 40
B
35 L35
L4
M ¥ X Y
30 1 vl Y VN gy’ y30 -~
4 _n / o L A / C
&) / 1A - s \¥ / i
< 5/ | . o0 0.0 Yy L5 2
o o Q
s Jovmu) ° %o o VI, €
2 20~ L 20
5 o000 o) | ‘§~
H o
515—/0/*"\/._ 15 F
- 3
10 10 o
5 Ls

123458678 910111213141516171819202122232425262728

Dias apds aplicagéo (DAA)

3.1 Experimento 1 - Fitointoxicacdo, taxa de transporte de elétrons e
crescimento da cana-de-acucar com aplicacdo de clomazone
O primeiro experimento foi realizado em delinemaneto experimental
inteiramente casualizado com 5 repeticdes em esquema fatorial 4 x 2, sendo o
primeiro fator as variedades de cana-de-aglUcar e o segundo fator as doses de
clomazone (0 e 1000 g i.a. hat). Foram realizadas avaliacdes de fitointoxicacéo,
namero de folhas e perfilhos, altura, taxa de transporte de elétrons (ETR) e eficiéncia
fotoquimica efetiva do Fotossistema Il (Pesi) aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias apés a
aplicacdo do herbicida (DAA) e massa seca da parte aérea aos 28 DAA.
Para a avaliagao de fitointoxicagao foram utilizadas notas que variam de 0 a
100% (SBCPD, 1995), onde zero corresponde a auséncia de injurias e cem a morte
da planta. A altura das plantas foi determinada através de medidas da base do colmo
até o colarinho da ultima folha expandida (folha +1). As avaliagcbes do fluxo de

transporte de elétrons e eficiéncia fotoquimica efetiva do Fotossistema Il foram
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realizadas com um fluorémetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS 5p —
Opti Sciences), as leituras foram realizadas no protocolo Yield mensurando-se duas
repeticdes de leituras por planta.

Aos 28 DAA as plantas foram coletadas, acondicionadas em sacos de papel e
secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C, durante 72 horas ou até obter
massa constante. Posteriormente, o material foi pesado em balanca de precisao
(0,0019) para determinacdo da massa seca em cada um dos tratamentos.

Para as variaveis altura, niumero de folhas, niumero de perfilhos, ETR, ®psie
massa seca, foi realizado um calculo de porcentagem considerando os valores obtidos
nas plantas sem tratamento 100% e os valores das plantas tratadas em funcéo dos

valores da testemunha.

3.2 Experimento 2 - Curva de dose-resposta de clomazone em variedades de

cana-de-acgucar

O segundo experimento foi realizado em delineamento experimental
inteiramente casualisado com 5 repeticbes em esquema fatorial 4 x 8, ou seja, quatro
variedades e oito doses do herbicida clomazone, as quais foram compostas por: 0O;
250; 500; 1000; 2000; 4000; 8000 e 16000 g i.a. ha'.

Aos 28 dias apoés a aplicacéo das doses de clomazone, foi realizada avaliacao
de fitointoxicacao das variedades com notas que variam de 0 a 100% (SBCPD, 1995),
onde zero corresponde a auséncia de injurias e cem a morte da planta. Também foi
determinada a altura das plantas através de medidas da base do colmo até o colarinho
da ultima folha expandida (folha +1). Posteriormente as plantas foram coletadas para

determinacdo da massa seca da parte aérea.

3.3 Experimento 3 - Absorcao e metabolizacdo de clomazone em variedades

de cana-de-agucar

O terceiro experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado com 5 repeticbes em esquema fatorial 4 x 4 (variedades x
tempos de coleta). O herbicida clomazone (1000 g i.a. ha?) foi aplicado 7 dias apés o

transplantio das mudas e as plantas foram coletadas 1, 8, 24 e 72 horas ap6s a
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aplicacdo do herbicida (HAA) para determinacdo dos teores internos e externos do
herbicida clomazone e dos metabdlitos hydroxyclomazone e ketoclomazone.

As plantas coletadas nos diferentes tempos foram pesadas e submetidas a
duas lavagens com 100 mL de 4gua deionizada. A solucgédo total resultante da lavagem
(200 mL) foi homogeneizada para coleta de uma aliquota de 10 mL que foi
armazenada em tubos falcons para posterior determinacdo da quantidade de
herbicida depositado sobre as plantas (teor externo ou ndo absorvido). O material
vegetal lavado foi armazenado para posterior preparo.

Para a determinacé&o do teor externo dos compostos na planta, 3 mL da solucéo
proveniente da agua de lavagem foram filtrados com filtros Millipore 0,2 pm,
transferindo o contetdo para vials e levando-os para analise cromatogréfica.

Para a determinagdo do teor interno de clomazone, hydroxyclomazone e
ketoclomazone, o material vegetal armazenado foi macerado com nitrogénio liquido
com auxilio de graal e pistilo. Foi pesada uma aliquota de 200 mg de cada amostra
macerada, acondicionando-as em tubos falcon de 10mL, adcionando-se 10mL de uma
solugéo contendo agua e metanol (80:20 v/v). Os tubos foram submetidos a banho de
ultrassom durante 30 minutos e centrifugados a 4.000 g por 5 minutos, posteriormente
foi realizada a filtragem do sobrenadante das amostras com filtros Millipore 0,2 pm,
transferindo o contetdo para vials e levando-as para analise em LC-MS/MS (Figura
3).
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Figura 3 - Procedimentos para determinacao do teor interno dos compostos.
Maceracgéo (A), pesagem (B), adi¢cédo da solucéo extratora (C), sonicacao (D),
centrifugacao (E) e filtragem (F) das amostras.

Foto: Natalia’bl

Para a realizacdo das analises foi utilizado um sistema LC-MS/MS, composto
por um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), Shimadzu, modelo
Proeminence UFLC, que combina analise ultra-rapida e excelente performance de
separacdo, com alta confiabilidade de resultados; equipado com duas bombas LC-
20AD, auto-injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-
20A (permite a operagéo totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle
da temperatura da coluna). Acoplado ao HPLC esta o espectrometro de massas 3200
Q TRAP (Applied Biosystems), hibrido triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 sé&o utilizados
como filtros de massa e Q2 é uma célula de colisdo onde as moléculas intactas e
fragmentos de Q1 sdo quebrados em fragmentos de massas menores, sendo que Q3
é definido para detectar apenas uma massa especial, que € um fragmento conhecido
(filho) da molécula intacta (pai) de massa conhecida filtrada por Q1 (Figura 4).
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Este € o modo quantitativo padréo utilizado para metabdlito alvo, tendo como
principais vantagens alta sensibilidade e reprodutibilidade, baixo ruido e medicéo
simultanea de até 100 compostos (QUEIROGA, 2009).

Figura 4 - Cromatografo liqguido (Prominence UFLC) acoplado ao
espectrobmetro de massas (Triple Quad 4500, AB Sciex).
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As condi¢cdes cromatograficas para a quantificacdo dos compostos estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condicdes cromatograficas utilizadas para quantificacdo dos

compostos
Coluna analitica Synergi 2.5y Hydro-RP 100A (50 x 4,6 mm)
Volume de injecé@o 20ul
Fase mével (pH 7,0) Fase A (FA) = Agua com 0,1% &cido acético

Fase B (FB) = Metanol com 0,1% &cido acético
0-1 minutos = 20% FB e 80% FA

1-3 minutos = 95% FB e 5% FA

Gradiente 3-6 minutos = 95% FB e 5% FA
6-8 minutos = 20% FB e 80% FA
8-10 minutos = 20% FB e 80% FA

Fluxo 0,6 ml min

Temperatura do forno 40°C
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O tempo total de corrida para o clomazone, hydroxyclomazone e
ketoclomazone foi de 10 minutos, com retencao na coluna cromatografica 4,88; 4,31
e 4,13 minutos, respectivamente. A massa molecular do herbicida e dos metabdlitos,
bem como os fragmentos gerados das moléculas estdo apresentados na Tabela 2. Os
cromatogramas desses compostos estdo apresentados nas Figuras 5 e 6. Os teores
do herbicida e dos demais compostos foram expressos em pg g* de massa seca (ug
g ms1) das plantas.

Tabela 2 - Massa molecular e fragmentos dos compostos analisados

Composto Massa molecular Fragmento
125,100
Clomazone 240,200 89,100
99,100
125,000
Hydroxyclomazone 256,062 89,200
63,200
125,000
Ketoclomazone 254,062 89,200
63,200

Figura 5 - Cromatograma obtido para o herbicida clomazone (12,5 ng mL™?)
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Figura 6 - Cromatograma obtido para os metabdlitos hydroxyclomazone (A) e
ketoclomazone (B) (12,5 ng mL™)

3.4 Experimento 4 - Deposicado da calda de pulverizacdo em variedades de

cana-de-acucar

O quarto experimento foi realizado no esquema fatorial 4 x 2, sendo o primeiro
fator as 4 variedades de cana-de-acucar (SP80-3280, RB97-5375, RB93-579 e RB97-
5201) e o segundo fator 2 épocas de aplicacdo (7 e 30 dias ap0s o transplantio das
mudas - DAT), com 8 repeticdes.

Cada unidade experimental foi constituida por vasos de 1,7 litros preenchidos
com substrato Carolina®, composto de turfa de esfagno, vermiculita e casca de arroz
carbonizada, com pH 5,7 (£0,5). As mudas pré-brotadas das quatro variedades de
cana-de-acucar foram transplantadas 30 e 7 dias antes da aplicacdo, para que a
aplicacéo fosse realizada no mesmo momento para os dois grupos de plantas. No dia
anterior a aplicacao, foi realizada a medicao de comprimento e largura de todas as
folhas de cada planta, para posterior determinacdo da area foliar.

Para determinar a deposicéo, foi adicionado a calda do herbicida clomazone
(1000 g i.a. hat) o tragador corante Azul Brilhante na concentragéo de 2000 ppm, A
aplicacdo foi realizada utilizando-se o mesmo sistema e condicdes descritas

anteriormente para o pulverizador automatizado (Figura 7).



43

Figura 7 - Aplicacao do tracador em variedades de cana-de-agcucar aos 30 DAT
(A) e 7 DAT (B)

7
7

Hbto: Natalia da Cunha Bevilagua -2023

Imediatamente apos a aplicacéo, a parte aérea das plantas foi coletada, pesada
e submetida a duas lavagens com 500 mL de agua deionizada. A solucéo resultante
dessas lavagens (1000 mL) foi homogeneizada e uma aliquota de 15 mL foi coletada
e armazenada em tubos de ensaio.

Nessas aliquotas foram realizadas leituras de absorbancia, por
espectrofotometria, por meio de um espectrofotbmetro de duplo feixe UV visivel
(Cintra 40, GBC Scientific Equipment Ltd.), no comprimento de onda de 630 nm
(Figura 8). Em conjunto as amostras, foi preparada uma curva padrdo, com
concentracdes de 0; 0,01; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 ppm do tragador, na qual
também foi determinada a absorbéncia, possibilitando assim a correlacdo da

absorbéancia com a concentragéo do tracador.
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Figura 8 — Coleta da parte aérea (A), pesagem (B), lavagem (C) e leitura no
espectrofotémetro (D, E)

3.5 Analise dos resultados

Uma vez que os experimentos 1 e 3 foram realizados em duplicata, os dados
morfolégicos e bioquimicos obtidos foram submetidos a anélise de variancia de forma
independente e posteriormente aplicou-se o teste de homogeneidade das variancias
residuais (Fméaximo) (Hartley, 1950). Comprovada a homogeneidade entre o0s
experimentos, prosseguiu-se com a analise conjunta, e realizou-se uma nova analise
de variancia, em que os dados foram agrupados e considerou-se um experimento com
dez repeti¢cbes para cada parametro analisado.

Para os dados de fitotoxicidade, numero de folhas, perfilhos, altura, taxa de
transporte de elétrons e eficiéncia fotoquimica do PSII, as médias foram comparadas
pelo teste t (LSD) (p<0,05) com auxilio do programa estatistico Sisvar. Para o0s
compostos bioguimicos (clomazone, ketoclomazone e hydroxyclomazone) as médias
foram plotadas e adicionado o intervalo de confianga (p<0,1).

Para o experimento de curva dose-resposta, os resultados da avaliacédo de

fitointoxicagdo, altura e massa seca foram inicialmente submetidos a anélise de
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variancia (p<0,05), quando significativas pelo teste F, os dados foram ajustados no
modelo de regressdo ndo linear proposto por (Streibig, 1988). Quando nao

significativo, aplicou-se o teste t para comparacdo das médias.

Modelo de 3 parametros de Streibig (1988):

Em que:

y = controle percentual;

x = dose do herbicida (kg ha?) e;

a, b e ¢ = parametros estimados da equacao, de tal forma que:

a = amplitude existente entre o ponto maximo e o ponto minimo da variavel;
b = dose que proporciona 50% de resposta da variavel;

¢ = declividade da curva ao redor de b.

Para todas as variaveis analisadas foram calculados os intervalos de confianga

(média * intervalo de confiancga) pelo teste t através da equacao:

_ t'DP

IC N

Onde, t refere-se ao valor de t tabelado (p<0,05), DP o desvio padrao dos dados e
n o numero de amostragens.

No estudo de deposicdo, os dados foram convertidos em mg kg * de massa
fresca (mg kg mf1) e submetidos a andlise de variancia, quando significativos as
médias foram comparadas pelo teste t (LSD) (p<0,05). Ao analisar a frequéncia
acumulada dos dados de deposicéo do tracador, os dados foram convertidos em pL
cm? do tragador e ng cm? do clomazone, posteriormente foram ajustados aos
modelos de regressédo nao-linear de Gompertz, desenvolvido por Gompertz (1825),

seguindo procedimentos adaptados por Velini (1995):

F=¢ [a_e(_b_C*X)]
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O valor de F representa a frequéncia acumulada da deposicédo dos herbicidas
em percentagem. O a, b e ¢ correspondem aos parametros da equacao, sendo a
assintota maxima da curva representada pela expressao e?; o deslocamento da curva
ao longo do eixo x €é representado pelo médulo do parametro b; e a inclinagéo ou

concavidade da curva em relacdo a frequéncia acumulada, pelo parametro c.



47

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 - Fitointoxicacdo, taxa de transporte de elétrons e

crescimento da cana-de-agucar com aplicacdo de clomazone

Ao analisar a fitointoxicacdo das mudas pré-brotadas de cana-de-acgucar apos
a aplicacdo do clomazone, foi possivel verificar diferencas significativas entre as

quatro variedades estudadas em todos os periodos de avaliacdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise de variancia dos valores de fitointoxicacéo aos 3, 7, 14, 21 e
28 dias apos a aplicacédo (DAA) de clomazone

Quadrado Médio
3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Fitointoxicagao
Variedade 3  2409,1667"  283,4250" 454,1667" 237,4250" 324,4917"
Residuo 36 10,0000 48,6139 16,9833 11,8194 29,5139
CV (%) 12,05 31,51 28,32 31,76 62,27
" hio significativo; “significativo a p<0,05 e a “~*p<0,01

FV GL

Ao avaliar as porcentagens de fitointoxicagdo nas quatro variedades de cana-
de-acucar em diferentes periodos de avaliacdo foi possivel observar que os primeiros
efeitos visuais ocorreram na avaliacdo realizada aos 3 DAA (Figura 9), com sintomas
caracteristicos de albinismo nas folhas mais jovens, que posteriormente evoluiram
para sintomas de necrose principalmente nas extremidades das folhas. Sintomas
similares foram relatados por Zera et al. (2011), apds a aplicacdo de clomazone em
diversas variedades de cana-de-acucar os autores observaram amarelecimento e
branqueamento das folhas jovens.

Esse é o sintoma mais marcante em plantas apds o tratamento com esse grupo
de herbicidas, a inibicdo da biossintese de carotenoides resulta na degradacdo da
clorofila, uma vez que uma funcdo essencial dos carotenoides € a protecdo da clorofila
contra a fotodegradacao, esse processo leva aos sintomas tipicos de branqueamento

em plantas dependendo da intensidade de iluminacao (Hess, 2000; Sandmann, 2002).
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Figura 9 - Fitointoxicacao (%) de quatro variedades de cana-de-agucar aos 3, 7,
14,21 e 28 dias ap0s aplicacao (DAA) de clomazone
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- Letras minlsculas iguais ndo diferem entre as variedades dentro de cada periodo de aplicacdo pelo
teste t (LSD) (p=<0,05).

As maiores porcentagens de fitointoxicacdo foram observadas aos 3 DAA,
havendo grande diferenciacdo de sensibilidade entre as variedades estudadas. As
variedades SP80-3280 e RB97-5375 comportaram-se como as mais tolerantes,
apresentando valores de injuria visual de 9% e 18% neste periodo de avaliacao,
respectivamente, ja as variedades RB93-579 e RB97-5201 foram mais sensiveis a
aplicacdo de clomazone, com valores de fitointoxicagdo de 35% e 43%,
respectivamente.

Na avaliacdo de 7 DAA as plantas da variedade RB97-5201 apresentaram
recuperagao dos sintomas iniciais com valores de fitointoxicagéo proximos a 25%. Ja
a recuperacado da variedade RB93-579 foi mais lenta, comportando-se como a
variedade mais sensivel nas avaliacdes realizadas aos 7 e 14 DAA, igualando-se
posteriormente a variedade RB97-5201 até o fim do periodo de avaliacéo.
Comportamento similar foi relatado por Barcellos Junior et al. (2017), que observaram
maior intensidade de injuria por clomazone na variedade RB93-579 mesmo na dose
mais baixa do herbicida, sendo a variedade que apresentou as menores taxas de

recuperacgdo ao longo dos periodos de avaliagéo.
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Sabbag et al. (2017) avaliando o efeito da aplicacdo de herbicidas em mudas
pré-brotadas das variedades RB86-7515, RB85-5156, RB96-6928 e RB97-5201,
observaram maior suscetibilidade a alguns herbicidas na variedade RB97-5201. A
aplicacdo de clomazone realizada aos 3 dias apds o transplantio resultou em
fitointoxicacdo das mudas de 77% na avaliacao realizada aos 60 DAA, ja quando a
aplicacao foi realizada aos 10 dias apos o transplantio, observou-se maior tolerancia
desta variedade aos herbicidas, sendo que aos 60 DAA a aplicacdo de clomazone
provocou fitointoxicagéo de 25%.

Todas as variedades demonstraram tendéncia de recuperacdo das injarias
causadas pela aplicacdo de clomazone ao longo dos periodos de avaliacédo, aos 28
DAA as variedades SP80-3280 e RB97-5375 apresentaram valores abaixo de 5%,
diferindo significativamente das variedades RB93-579 e RB97-5201 que
apresentaram valores de fitointoxicacdo préximos a 15% (Figura 9). Richard Junior
(1996), também observou reducdo na porcentagem de superficies cloréticas nas
folhas de cana-de-acUcar aos 28 dias ap0s a aplicacdo de clomazone, com o
aparecimento de novas folhas desenvolvidas ap6s a aplicacdo que ndo apresentaram
sintomas de branqueamento.

Ferreira et al. (2012), avaliando a toxicidade de clomazone para quatro
variedades de cana-de-acucar, observaram 0s maiores valores de fitointoxicacéo
entre os 7 e 21 dias apos a aplicacdo do herbicida, com reducdes dos sintomas a
partir desse periodo. As variedades RB92-5345, RB85-5146 e SP80-1816
apresentaram comportamento semelhante com indices elevados de fitointoxicacao,
chegando a aproximadamente 60% aos 14 e 21 DAA, no entanto, observou-se a
recuperacdo das plantas que apresentaram fitointoxicacdo de 20% na avaliagao
realizada aos 42 DAA. Ja a variedade RB86-7515 apresentou menor sensibilidade ao
clomazone, com valores de fitointoxicacdo em torno de 40% nas avalia¢cBes iniciais e
reducdo para cerca de 5% na ultima avaliagéo.

A partir da analise do parametro fitointoxicagdo, foi possivel diferenciar os
niveis de sensibilidade entre as quatro variedades estudadas, uma vez que foi
observada maior tolerancia para as variedades SP80-3280 e RB97-5375 em todos os
periodos de avaliacdo, quando comparado com o comportamento das variedades
RB93-579 e RB97-5201, que se mostraram mais sensiveis a acdo do clomazone
(Figura 9).
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Ao analisar os parametros altura, nimero de folhas, nimero de perfilhos, taxa
de transporte de elétrons e eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema II, foi
possivel verificar diferencas significativas entre as variedades em pelo menos um dos

periodos de avaliacdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Andalise de variancia dos valores de altura, numero de folhas, numero
de perfilhos, taxa de transporte de elétrons, eficiéncia fotoquimica
efetiva do fotossistema Il (¢pPSIl) aos 7, 14, 21 e 28 dias apoOs a
aplicacdo (DAA) de clomazone e da massa seca aos 28 DAA

QMe
FV GL 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Altura
Variedade 3 135,5317"s 425,8887"s 510,7756"s 439,0012"
Residuo 36 376,3975 386,5261 199,0226 131,5638
CV (%) 18,72 22,28 15,59 12,24
Numero de Folhas
Variedade 3 1115,0549™ 347,4775" 225,6355" 1889,6387"
Residuo 36 225,5613 298,9389 314,6932 138,4889
CV (%) 17,94 23,20 23,66 15,42
Nimero de Perfilhos
Variedade 3 10261,2789™ 7463,6655™ 6859,1462™ 2328,7120™
Residuo 36 1066,8686 1189,3298 428,1834 250,4673
CV (%) 46,55 54,03 32,07 20,13
ETR
Variedade 3 8895,2983™ 171,6730" 74,0651" 103,6166"s
Residuo 36 319,7185 250,2473 56,0397 41,3783
CV (%) 36,79 18,03 7,41 6,50
dpsu
Variedade 3 6229,2693™ 166,3373" 240,3998" 83,3698"s
Residuo 36 640,8942 241,6487 67,8121 39,7512
CV (%) 52,88 17,77 8,12 6,38
Massa seca
Variedade 3 - - - 2848,9875™
Residuo 36 - - - 89,4907
CV (%) - - - 13,31

nsndo significativo; "significativo a p<0,05 e a “p<0,01

Em relacdo a altura das plantas, pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa entre as variedades nos trés primeiros periodos de avaliacao (7, 14 e 21
DAA). Na avaliacao realizada aos 7 dias apos a aplicacdo de clomazone, todas as
variedades apresentaram crescimento similar ao observado na testemunha (Figura

10). Os elevados sintomas de fitointoxicagdo observados ja na avaliacdo de 3 DAA
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(Figura 9) nao refletiram em alteracbes no desenvolvimento inicial das mudas pré-
brotadas (Figura 10).

Figura 10 - Altura de plantas (% em relacéo a testemunha) de quatro
variedades de cana-de-acucar (% em relacdo a testemunha) aos 7, 14, 21 e 28
dias apos aplicacdo (DAA) de clomazone
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- Letras minUsculas iguais nao diferem entre as variedades dentro de cada periodo de aplicacdo pelo
teste t (LSD) (p=<0,05).

A diferenciacdo de crescimento entre as variedades evidenciou-se a partir da
avaliacdo de 21 DAA, sendo que as variedades SP80-3280 e RB97-5375
apresentaram valores de altura de 97% e 95% em relacdo as suas testemunhas,
respectivamente, enquanto nas variedades RB93-579 e RB97-5201 foi observado
menor desenvolvimento, com valores de 81 e 89%, respectivamente.

O mesmo comportamento se manteve na avaliacéo realizada aos 28 DAA, no
entanto, houve diferencas significativas de crescimento entre as variedades. O maior
desenvolvimento em altura foi observado para as variedades RB97-5375, SP80-3280
e RB97-5201, que apresentaram valores de 99%, 98% e 92% em relagdo as suas
testemunhas, respectivamente. A variedade RB93-579 se mostrou mais sensivel a
aplicacdo de clomazone quando esse parametro foi analisado, apresentando valores

de 85% em relacéo a testemunha.
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Reducdes significativas de altura em mudas pré-brotadas de cana de acucar
apos a aplicacdo com clomazone também foram observadas por Sabbag et al. (2017),
a aplicacdo do herbicida 3 dias ap0s o transplantio da variedade RB97-5201, provocou
reducdes na estatura de plantas de aproximadamente 48% quando comparadas a
testemunha, jA quando o clomazone foi aplicado 10 dias apés o transplantio,
observou-se menor sensibilidade com reducfes em altura de aproximadamente 20%.

Ferreira et al. (2010b) estudando a tolerancia de variedades SP de cana-de-
acucar a aplicacado de dez herbicidas em p6s emergéncia inicial, observaram maior
tolerancia da variedade SP80-3280. Aos 21 dias apos a aplicacdo de clomazone, as
plantas dessa variedade apresentaram valores de altura e massa seca muito préximos
a testemunha (91,23% e 93,55%, respectivamente), corroborando com 0s resultados
encontrados nessa pesquisa.

Avaliando-se o numero de folhas apos a aplicacdo de clomazone, foi possivel
observar diferenca significativa entre as variedades nas avaliacfes de 7 e 28 DAA
(Figura 11). Aos 7 dias apo6s a aplicacdo de clomazone, as variedades RB97-5375 e
RB97-5201 ndo diferiram entre si, apresentando valores préximos aos encontrados
em suas testemunhas (96% e 88%, respectivamente). A variedade SP80-3280
apresentou comportamento intermediario entre as variedades, com valores de 79%
em relacdo a testemunha, jA o menor namero de folhas em relacéo a testemunha foi
observado para a variedade RB93-579, com valores de aproximadamente 72%.

Na avaliacdo realizada aos 28 DAA, foi possivel observar a mesma tendéncia
de comportamento entre as variedades que ocorreu para 0sS parametros de
fitointoxicacdo e altura. A aplicacdo de clomazone gerou menor interferéncia no
namero de folhas para as variedades SP80-3280 e RB97-5375, que apresentaram
reducdes desse parametro de 11% e 13% em relagdo as suas testemunhas,
respectivamente. Ja as maiores reducdes foram observadas para as variedades
RB93-579 e RB97-5201, com valores de 31% e 39%, respectivamente (Figura 11).

Sabbag et al. (2017) observou reducdes de area foliar com a aplicacdo de
clomazone nas variedades RB96-6928 e RB97-5201, ja as variedades RB86-7515 e
RB85-5156 ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha. Os
maiores efeitos de clomazone na area foliar foram observadas para a variedade RB97-
5201 com reducdes em relacdo a testemunha de 45% e 28% nas aplicacoes

realizadas aos 3 e 10 dias apoés o transplantio das mudas, respectivamente.
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Em relacéo ao efeito da aplicacdo de clomazone no numero de perfilhos das
quatro variedades de cana-de-acucar, foi possivel observar diferencas significativas

entre as variedades para todos os periodos de avaliagao (Figura 11).

Figura 11 - Namero de folhas e perfilhos de quatro variedades de cana-de-
aclcar (% em relagdo a testemunha) aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s aplicacao
(DAA) de clomazone
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Na primeira avaliacdo realizadas aos 7 dias apoés a aplicacéo de clomazone, 0
menor desenvolvimento de perfilhos foi observado para as variedades RB97-5375 e

RB93-579, com reducdes de 46% e 67% em relacdo as suas testemunhas, ja as
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variedades SP80-3280 e RB97-5201 apresentaram numero de perfilhos proximo ou
igual ao encontrado na testemunha, esse comportamento se manteve para a
variedade SP80-3280 durante todo o periodo de avaliagdo, se mostrando a variedade
mais tolerante a acdo do herbicida quando o parametro numero de perfilhos foi
avaliado (Figura 11). Resultados distintos foram encontrados por Ferreira et al.
(2010b), a variedade SP80-3280 comportou-se como a mais tolerante a aplicacao de
clomazone em pds-emergéncia, no entanto, observou-se redugdo expressiva no
namero de perfilhos em relacéo a testemunha quando comparada com as variedades
gue se mostraram mais sensiveis a acao do clomazone. Os autores sugerem que a
homogeneidade de perfilhos nas variedades mais sensiveis pode estar relacionada
com grandes interferéncias nos perfilhos primarios, levando a estimulos de emissao
de novos perfilhos, fator este que explicaria 0 menor perfilhamento da variedade
SP80-3280, mesmo apresentando os maiores valores de biomassa.

Aos 14 DAA, a variedade RB97-5375 recuperou-se, nao diferindo
significativamente das variedades SP80-3280 e RB97-5201. Ja a variedade RB93-
579 se manteve como a mais sensivel a acdo do herbicida, apresentando reducdes
de 66% no numero de perfilhos em relacdo a testemunha, maiores reducfées também
foram observadas para RB97-5201, com valores de 50% em relacdo a testemunha
(Figura 11).

A variedade RB97-5201 apresentou decréscimo no numero de perfilhos em
relacéo a testemunha ainda mais expressivo aos 21 DAA, com reducdes de 73% e se
manteve com 0s menores valores na avaliacdo realizada aos 28 DAA, com reducdes
de 41%, enquanto as variedades SP80-3280, RB97-5375 E RB93-579 apresentaram
reducdes em relacdo as suas testemunhas de 7%, 13% e 23%, respectivamente, aos
28 DAA (Figura 11). Esses resultados diferem do encontrado por Barcellos Junior et
al. (2017), que ndo observaram reducdes significativas no numero de perfilhos das
variedades RB93-579, RB96-6928 e RB86-7515 aos 28 dias apods a aplicacdo de
clomazone.

De maneira geral, a tolerancia diferencial entre as quatro variedades observada
por evidentes diferencas de fitointoxicacdo, altura e numero de folhas, também se
refletiu no desenvolvimento de perfilhos. Dias et al. (2017), correlaciona a intoxicagéo
causada pelos herbicidas as mudas de cana-de-acucar a reducdes no numero de

perfilhos, uma vez que o herbicida que provocou as maiores injurias com elevados
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sintomas de fitointoxicacdo também foi 0 que causou a maior reducao no numero de
perfilhos.

Diferencas entre as variedades também foram observadas com a avaliacdo da
taxa de transporte de elétrons (ETR) e a eficiéncia fotoquimica do PSII (®PSIlI), aos 7
dias apés aplicacdo de clomazone causou efeitos mais expressivos levando a

diferenca significativa entre as variedades (Figura 12).

Figura 12 - Taxa de transporte de elétrons - ETR e eficiéncia fotoquimica
efetiva do fotossistema Il - ®PSIl em quatro variedades de cana-de-agucar (%
em relacdo atestemunha) aos 7, 14, 21 e 28 dias apo6s aplicacao (DAA) de
clomazone
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A avaliacéo da fluorescéncia da clorofila detecta a ocorréncia de alteragdes na
atividade do fotossistema Il (PSIl) das plantas, que podem ser causadas direta ou
indiretamente pela agéo de herbicidas, fornecendo informagfes importantes tanto
para herbicidas que interferem diretamente no transporte de elétrons (inibidores PSI
e PSII) quanto para herbicidas dependentes de luz, como por exemplo os inibidores
da biossintese de carotendides, uma vez que esses herbicidas podem afetar a
estabilidade do aparato fotossintético, interferindo indiretamente na fluorescéncia da
clorofila (Araldi et al., 2015).

Dankov et al. (2009) constataram que em aplicagcbes de inibidores da
biossintese de carotenoides, o aumento da concentracdo do herbicida leva a
diminuicao do teor de carotenoides e da quantidade de clorofilas, sendo que o grau
de reducédo de carotendides influenciou nas caracteristicas de fluorescéncia e nas
funcdes dos fotossistemas | e Il. Resultados similares foram observados por Kana et
al. (2004), o herbicida clomazone afetou o aparato fotossintético de cevada (Hordeum
vulgare L.), causando reducao no contetdo dos pigmentos fotossintéticos clorofila e
carotenoides, resultando em mudangas nos espectros de emisséao de fluorescéncia
de clorofila e reducéo no funcionamento da cadeia de transporte de elétrons.

A avaliacdo da taxa de transporte de elétrons no PSIlI (ETR), pode ser realizada
para identificar o efeito de alguns herbicidas logo apds a aplicacdo e pode ser feita
com a utilizacdo de um fluorbmetro, que gera andlises detalhadas de alteracdes da
capacidade fotossintética da planta, bem como identifica les6es causadas ao aparelho
fotossintético mesmo quando os sintomas ainda néo sao visiveis (Araldi et al., 2015).

A aplicacdo de clomazone em mudas pré-brotadas de cana-de-acucar
provocou alteragfes na taxa de transporte de elétrons e na eficiéncia fotoquimica
efetiva do fotossistema Il das quatro variedades estudadas. As redugdes mais
expressivas desses parametros ocorreram aos 7 DAA, sendo que os maiores efeitos
foram observados para as variedades RB93-579 e RB97-5201 com redugdes na taxa
de transporte de elétrons em relacéo as respectivas testemunhas de 78% e 75% e da
eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema Il de 69% e 75%, respectivamente. Para
a variedade SP80-3280 as reducdes de ETR e ®PSIl em relagéo a testemunha foram
de 33% e 42%, respectivamente, ja a variedade RB77-5375 foi menos afetada com
reducdes de 19% e 22% para ETR e ®PSII, respectivamente.

A partir de 14 DAA, observou-se recuperacao de todas as variedades, uma vez

que as reducgbes dos valores de ETR e ®PSIl em relagdo a testemunha néo
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ultrapassaram 20%. Arantes et al. (2013) avaliando o efeito da aplicacdo de
clomazone em pos-emergéncia das variedades SP81-3250, RB85-5156, RB85-5453,
RB86-7515 e IACSP95-5000 na maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il
(Fv/Fm), observaram as maiores reducdes da fluorescéncia da clorofila a entre 3 e 7
DAA, aos 3 DAA nao houve diferenca significativa entre as variedades, ja aos 7 DAA
as variedades RB855156 e RB855453 sofreram as maiores reducdes, diferindo das
demais. Entretanto, a partir deste periodo observou-se aumento da fluorescéncia da
clorofila, corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa.

O nivel de interferéncia do clomazone no desenvolvimento das variedades de
cana-de-acucar gerou diferencas em fitointoxicacdo, altura, nimero de folhas e
perfilhos, refletindo também no acimulo de massa seca da parte aérea aos 28 dias

apos a aplicacéo (Figura 13).

Figura 13 - Massa seca (% em relacdo a testemunha) de quatro variedades de
cana-de-agucar aos 28 dias ap0s aplicacdo (DAA) de clomazone

100 -

ja¥]
V]

o1}
o
1
o

o2}
o
1

Massa seca (% testemunha)
o~
o
_|

N
o
1

0 T U 1 T
SP80-3280 RB97-5375 RB93-579 RB97-5201

Variedades

- Letras minUsculas iguais nao diferem entre as variedades dentro de cada periodo de aplicacdo pelo
teste t (LSD) (p<0,05).

Para a variedade RB93-579, que apresentou recuperagcdao mais lenta das
injurias provocadas pelo clomazone e 0 menor crescimento em altura, também foi

possivel observar os maiores prejuizos de desenvolvimento, com reducéo de 50% de
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massa seca em relacdo a testemunha. Reducdes expressivas também ocorreram
para a variedade RB97-5201, a maior fitointoxicacao inicial e menores quantidades de
folhas e perfilhos desenvolvidos refletiram em redugdes de 34% de massa seca em
relacdo a testemunha. Ja para as variedades SP80-3280 e RB97-5375, que
demostraram maior tolerancia a acado do herbicida quando os demais parametros
foram analisados, observou-se as menores reducdes 14% e 17%, respectivamente,
em relacéo a suas respectivas testemunhas (Figura 13). Esses resultados corroboram
com os encontrados por Dias et al. (2017), que avaliando o efeito da aplicacao de
clomazone e outros herbicidas em pré-plantio de variedades de cana-de-acucar no
sistema MPB, observaram que, de maneira geral, a intoxicacdo provocada pelos
herbicidas resultou em menor producdo de massa seca de parte aérea e
principalmente de raiz.

Sabbag et al. (2017) também observaram efeitos negativos da aplicacdo de
clomazone na massa seca de mudas pré-brotadas de cana-de-acucar, com destaque
para a variedade RB97-5201 que apresentou reducbes de 76% em relacdo a
testemunha quando a aplicacao foi realizada 3 dias apds o transplantio e de 67% na
aplicacao de 10 dias ap0s o transplantio. Sendo assim, os autores concluiram que o
estadio fenoldgico da cana-de-acucar pode influenciar a tolerancia das plantas aos
herbicidas aplicados.

Zera et al. (2011) avaliando a tolerancia de cultivares de cana-de-agucar ao
herbicida clomazone aplicado em pés-emergéncia, identificaram fitointoxicagcdo em
torno de 30% para todas as cultivares aos 15 dias ap0és aplicacdo de clomazone, no
entanto, todos os cultivares apresentaram grande capacidade de recuperacao e néao
foram observados efeitos negativos do herbicida sobre a producdo e as demais
caracteristicas tecnoldgicas da cultura. Barcellos Junior et al. (2017) também
observaram tolerancia diferencial entre cultivares de cana-de-acucar a aplicacdo do
clomazone, com altera¢des no inicio de desenvolvimento da cultura. Entretanto, os
sintomas iniciais de injaria reduziram com o tempo e nao refletiram na produtividade

e qualidade do produto colhido.
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4.2 Experimento 2 - Curva dose resposta de clomazone em variedades de

cana-de-acucar

As variaveis fitointoxicacdo, altura e massa seca das quatro variedades de

cana-de-acucar foram ajustadas pelo modelo de regressao linear e os coeficientes de

determinacéo (R?) demonstraram um bom ajuste do modelo (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores de quadrado médio (QMe), coeficiente de variacdo (CV),
coeficiente de determinacdo (R?) e constantes da equacdo de
regressdo para fitointoxicacao, altura e massa seca das quatro
variedades de cana-de-aclUcar aos 28 dias ap0s a aplicacao (DAA)
de diferentes doses de clomazone

28 DAA
SP80-3280 RB97-5375 RB93-579 RB97-5201
Fitointoxicagéao
Dose 732,5107" 668,6857" 2496,8536™ 1906,8429"
Regresséao 500,7790™ 458,8526™ 1730,3749" 1307,8158"
R 0,9805 0,9803 0,9900 0,9798
Constantes
a 31,9315 34,4270 61,1448 58,2991
b -2,0379 -1,3623 -1,2457 -1,0845
x0 4043,8269 3953,7258 2250,7673 2823,5899
CV (%) 27,12 24,72 14,33 15,38
Altura
Dose 328,8242™ 932,6145" 1315,7374" 924,1608™
Regresséo 224,9951" 593,9813" 880,1854™ 636,0112"
R? 0,9775 0,9099 0,9557 0,9831
Constantes
a 100,7367 103,3404 102,0699 100,5095
b 0,8639 0,6026 0,4999 0,4233
x0 65278,2341 37009,5897 19416,2632 35598,2918
CV (%) 717 6,52 11,72 10,40
Massa seca

Dose 2816,4539™ 2808,6931™ 3740,3849™ 3363,9810™
Regresséao 1892,393™ 1855,588™ 2593,118" 2274,878"
Rz 0,960 0,944 0,990 0,966
Constantes
a 103,889 102,964 100,903 101,858
b 0,723 0,829 0,648 0,579
x0 6788,015 7856,582 1720,283 2046,468
CV (%) 14,40 14,07 18,75 18,91

ns ndo significativo; "significativo a p<0,05 e a "p<0,01
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Para os parametros analisados com a curva dose resposta de clomazone,
constatou-se 0 mesmo padrao de tolerancia diferencial das variedades de cana-de-
acucar observado no Experimento 1, sendo as variedades SP80-3280 e RB97-5375
mais tolerantes e as variedades RB93-579 e RB97-5201 mais sensiveis as doses
aplicadas do herbicida.

Em relacdo a fitointoxicacdo das plantas, os mesmos sintomas de
branqueamento das folhas novas observados no Experimento 1 também ocorreram
para todas as variedades estudadas. Barcellos Junior et al. (2017), avaliando o efeito
de cinco doses de clomazone aplicadas em pos-emergéncia de trés variedades de
cana-de-aclcar, observaram fitointoxicacdo em todas as doses e variedades
avaliadas. Os sintomas também se caracterizaram pelo branqueamento dos tecidos
jovens e posterior necrose, em alguns casos ocorreu a morte das folhas.

Na variedade mais sensivel RB93-579 as injurias iniciais foram observadas a
partir da dose de 250 g i.a. ha. J& para as demais variedades as injlrias iniciaram-
se a partir da dose de 1000 g i.a. ha?l, dose utilizada no experimento 1. A
fitointoxicagdo das plantas diminuiu ao longo do tempo devido a emisséo de novas
folhas e perfilhos que ndo apresentaram o0s sintomas caracteristicos de
branqueamento, sendo possivel observar recuperacdo quase total das plantas nas
doses mais baixas do herbicida (250 e 500 g i.a. hal) com injdrias maximas de 2,5%
para as variedades SP80-3280 e RB97-5375 e de 5,8% nas variedades RB93-579 e
RB97-5201 na avaliacao realizada aos 28 DAA (Figura 14).

Resultados similares foram observados por Barcellos Junior et al. (2017), na
avaliacao realizada sete dias apés a aplicacdo de clomazone, a variedade RB93-579
apresentou a maior intensidade de fitointoxicagho mesmo para a menor dose,
equivalente a 0,5 vezes a concentragcdo recomendada de clomazone. Com a
aplicacdo da maior dose, correspondente ao dobro da dose recomendada, a
intensidade dos sintomas nas cultivares avaliadas foram semelhantes, com valores
préximos a 50%. Ao longo dos periodos de avaliagcdo houve recuperacao das plantas
e aos 28 DAA, para as variedades RB96-6928 e RB86-7515, os sintomas de
fitointoxicacdo ficaram proximos a 5% na menor dose e 20% com a maior dose do
herbicida. A variedade RB93-579 apresentou as maiores injarias, com valores

préximos a 30% com a aplicagcdo da maior concentracao do herbicida.
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Figura 14 - Porcentagem de fitointoxicacdo para quatro variedades de cana-de-
aclUcar submetidas a diferentes doses do herbicida clomazone aos 28 dias
apos aplicacéao (DAA)
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A partir de 1000 g i.a. ha'l, dose recomendada em bula para a cultura da cana-
de-acucar, a diferenciacao das variedades quanto a sensibilidade ao clomazone se
torna mais evidente, sendo que as variedades mais tolerantes apresentaram
fitointoxicacdo ao redor de 5% enquanto as mais sensiveis apresentaram injurias de
aproximadamente 20% aos 28 DAA. Ferhatoglu, Avdiushko e Barrett (2005) avaliando
o efeito de cinco concentragdes de clomazone em plantas de algoddo, observaram
gue na maior concentracdo de clomazone (1000 nM) houve reducéo de 90% nos
teores de clorofila e 79% de carotenoides aos 6 dias apds o tratamento. JA com a
menor concentragao de 1 nM, as reducdes de clorofila e carotenoides foram inferiores
a 20%.

Os valores maximos de fitointoxicacdo nas variedades mais tolerantes foram
observados com a aplicacdo das doses de 8000 e 16000 g i.a. hat, que causaram
injurias de aproximadamente 28% para as duas variedades. Valores proximos a esse
foram observados nas variedades sensiveis com a aplicagdo de 2000 g i.a. hat. A
variedade RB93-579 foi mais afetada pela aplicacdo de clomazone, com valores de
fitointoxicacdo de 41%, 48% e 58% nas doses de 4000, 8000 e 16000 g i.a. ha™,
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respectivamente. Para essas mesmas doses as injurias observadas na variedade
RB97-5201 foram de 33%, 44% e 51%, respectivamente.

Scherder, Talbert e Clark (2004) também observaram sensibilidade diferencial
com a aplicacdo de clomazone em 14 cultivares de arroz e 4 linhagens de cultivares
experimentais. Sintomas de clorose foram observados 14 dias apds a emergéncia da
cultura e variaram de 1 a 21% no primeiro ano do ensaio e de 3 a 40% no segundo
ano. Maior sensibilidade ao clomazone foi observada para duas cultivares, que
apresentaram recuperacdo mais lenta das injurias causadas pelo herbicida. No
entanto, a clorose inicial ndo influenciou na produtividade de nenhuma das cultivares
avaliadas.

Essas caracteristicas de tolerancia diferencial também sédo evidenciadas ao
observar as doses de clomazone responsaveis por causar fitointoxicacao de 50% nas
variedades, que foram calculadas através do ajuste do modelo de regresséo linear.
Para as variedades mais tolerantes SP80-3280 e RB97-5375 essas doses sdo de
aproximadamente 4000 g i.a. hal, ja para as variedades mais sensiveis menores
doses ja sao suficientes para causar injurias mais severas, com valores em torno de
2250 g i.a. halpara RB93-579 e 2820 g i.a. ha' para a variedade RB97-5201 (Tabela
5).

A acéo do herbicida clomazone refletiu na reducao de crescimento das plantas
(Figura 15), sendo que os menores efeitos foram observados para a variedade SP80-
3280 mesmo nas doses mais elevadas, com reducdo maxima de crescimento em
relacdo a testemunha de 21,5% na aplicacdo de 16000 g i.a. ha.

Para a variedade RB97-5375, que apresentou baixa fitointoxicacdo e se
comportou como tolerante no Experimento 1, as reducfes de altura foram maiores
gue as observada para SP80-3280, com valores maximos de 30% na dose mais
elevada de clomazone. J4 os efeitos mais prejudiciais do clomazone foram
encontrados nas variedades RB93-579 e RB97-5201, apresentando as menores
porcentagens de altura quando comparadas as suas respectivas testemunhas. A
maior sensibilidade foi observada para a variedade RB93-579, apresentando valores
de altura ligeiramente inferiores aos da variedade RB97-5201, sendo as reducdes
maximas de altura para essas variedades de 43% e 40%, respectivamente, na dose
de 16000 g i.a. ha (Figura 15). As doses de clomazone responsaveis pela redugéo
de 50% no crescimento em altura das variedades SP80-3280, RB97-5375, RB93-579
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e RB97-5201 sdo de 65278, 37009, 19416 e 35598 g i.a. hal, respectivamente
(Tabela 5).

Figura 15 - Altura de plantas (% em relagdo a testemunha) para quatro
variedades de cana-de-acucar submetidas a diferentes doses do herbicida
clomazone aos 28 dias ap6s aplicacéo (DAA)
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Perez (2017), ao avaliar a aplicacdo das concentracdes de 270, 540, 1080,
2160 e 4320 g i.a. ha do herbicida clomazone em pés-emergéncia de mudas pré-
brotadas de cana-de-aclUcar da variedade CTC 11, observou que reducbes
significativas de altura em relagdo a testemunha ocorreram apenas na dose de 4320
g i.a. hal a partir de 60 dias apds a aplicacdo do herbicida, com reducdes de 57%,
37% e 24% aos 60, 90 e 120 DAA, respectivamente.

Constatou-se que a fitointoxicagcéo das plantas e a reducdo do crescimento em
altura, impactaram no acumulo de massa seca da parte aérea das plantas e as
variedades com maiores injarias e menor crescimento em altura, apresentaram
também as menores porcentagens de massa seca quando comparadas as suas

testemunhas (Figura 16).
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Figura 16 - Massa seca (% em relacdo a testemunha) para quatro variedades de
cana-de-agclcar submetidas a diferentes doses do herbicida clomazone aos 28
dias apos aplicacéo (DAA)
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Com a aplicagdo das doses de 250 e 500 g i.a. hal, que correspondem
respectivamente a ¥4 e % da dose recomendada de clomazone, ndo foi possivel
observar efeitos consideraveis no acimulo de massa seca para as variedades SP80-
3280 e RB97-5375, uma vez que a maxima reducao desse parametro foi de 4,5%. Ja
as variedades RB93-579 e RB97-5201 comportaram-se como mais sensiveis mesmo
com a aplicacédo das doses mais baixas do clomazone, com redu¢cdes de massa seca
em relacao a testemunha variando de 11% a 34% nessas concentragdes do herbicida
(Figura 16).

A massa seca das plantas reduziu em funcdo do aumento da dose de
clomazone, os menores valores em relacao a testemunha foram observados para as
variedades RB93-579 e RB97-5201, que apresentaram reducdes de 78% e 73% na
dose de 16000 g i.a. hal, respectivamente. J& para as variedades mais tolerantes a
reducéo foi de aproximadamente 57% para essa mesma concentracao (Figura 16).

A aplicacdo de clomazone na concentracdo de 1100 g i.a. ha! em poés
emergéncia inicial de 7 variedades SP também promoveu respostas diferenciais entre

as variedades, os menores valores de massa fresca em relagéo a testemunha foram
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observados para S87-344 com reducOes de aproximadamente 43%, ja a variedade
SP80-3280 foi mais tolerante a acdo do clomazone com reducéo de 6% aos 21 DAA
(Ferreira et al., 2010b).

A partir da andlise das doses de clomazone necessarias para causar uma
reducdo de 50% na massa seca das plantas, também foi possivel diferenciar as
variedades quanto a tolerancia ao herbicida, uma vez que para as variedades SP80-
3280 e RB97-5375 as doses foram de 6788 e 7856 g i.a. ha' e para as variedades
RB93-579 e RB97-5201 as doses foram de 1720 e 2046 g i.a. hal, respectivamente.

4.3 Experimento 3 - Absorcao e metabolizacdo de clomazone em variedades

de cana-de-acucar

As concentragdes de clomazone foram somadas aos teores dos metabdlitos
hydroxyclomazone e ketoclomazone para a andlise dos teores externos, internos e
totais (Figura 17). Em relacéo aos teores externos, correspondentes a quantidade de
herbicida ndo absorvido pelas plantas, pode-se observar a tendéncia de reducdo ao
longo dos periodos de coleta, indicando degradacéao e/ou continuidade no processo
de absorcdo pelas plantas. As caracteristicas fisico-quimicas do herbicida e as
condicBes edafoclimaticas sdo determinantes no comportamento do herbicida no
ambiente, o clomazone é considerado solGvel em agua (1.100 mg L?* a 25 °C) e
moderadamente volatil (pressdo de vapor de 1,92 x 102 Pa a 25 °C), podendo
apresentar perdas consideraveis durante e apés a aplicacao (Tropaldi et al., 2019).

Com a coleta de 1 hora apés aplicacdo (HAA) foi possivel observar que os
menores teores externos ocorreram na variedade RB97-5375 seguida por RB93-579
com valores de 21,72 e 24,94 ug g ms?, respectivamente. J4 as variedades SP80-
3280 e RB97-5201 apresentaram teores levemente mais elevados, com valores de
28,36 e 30,67 ug g ms?, respectivamente. No entanto, as diferencas entre as
variedades quanto aos teores externos foram baixas, ndo havendo um padrao de

resposta entre elas ao longo dos periodos de coleta (Figura 17).
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Figura 17 - Teores externos, internos e totais dos compostos (ug g* de massa
seca) para as quatro variedades de cana-de-acUcar, nos periodos de 1, 8,24 e
72 horas apo6s aplicacdo (HAA) de clomazone
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Analisando a razdo entre os teores externos e os teores totais em todas as

variedades e periodos de coleta, 0s teores externos representaram de 17 a 46% dos
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teores totais. Nas médias de todos os periodos, as variedades SP80-3280, RB97-
5375, RB93-579 e RB97-5201 apresentaram cerca de 26%, 32%, 30% e 38% de
teores externos em relagdo aos teores totais dos compostos.

As maiores concentragcdes dos compostos no interior das plantas foram
observadas para a variedade SP80-3280, essa variedade acumulou nos periodos de
1, 8, 24 e 72 HAA aproximadamente 48; 34; 11 e 3 ug g ms?, respectivamente. A
variedade RB93-579 que acumulou os menores teores externos, apresentou elevada
concentracdo inicial dos compostos no interior da planta, com valor de 40 ug g* de
massa seca ha coleta realizada 1 HAA. Apés esse periodo, observou-se grandes
reducdes dos teores internos para essa variedade, com acumulos de 19;8 e 2 ug g
ms para as avaliacdes de 8, 24 e 72 HAA. Ja nas variedades RB97-5375 e RB97-
5201 os teores internos assemelharam-se, com valores proximos a 35; 20; 7e 1 ug g
ms! nas coletas de 1, 8, 24 e 72 HAA.

Considerando-se a soma das concentracbes externas e internas dos
compostos, observou-se que as variedades SP80-3280 e RB97-5201 apresentaram
0S maiores teores totais ao longo dos periodos de avaliacdo. Analisando-se a
porcentagem de absorcdo através da razdo entre o teor interno e o teor total dos
compostos na coleta realizada 1 HAA, foi possivel observar que todas as variedades
apresentaram absorcdo em torno de 62%, com excecdo da RB97-5201 em que a
absorcdo foi de 54%. Uma vez que ndo houve padrdo quanto aos valores né&o
absorvidos e que a porcentagem de absorcdo entre as variedades foi similar, a
tolerancia diferencial ndo poderia ser explicada por diferencas no processo de
absorcao.

A sensibilidade diferencial ao clomazone pode estar relacionada a absorcéo
diferencial, translocacao, ativacdo ou desintoxicacao (Tenbrook; Tjeerdema, 2005).
Driver, Brunharo e Al-Khatib (2020), avaliando a absorcdo, translocacdo e
metabolismo de clomazone em populagfes suscetiveis e resistentes da graminea
Leptochola fusca spp. fascicularis observaram que a absor¢cdo de clomazone
apresentou leve aumento ao longo do periodo de avaliagdo de 72 horas, no entanto,
0os padrbes de absorcdo entre os biGtipos suscetiveis e resistentes foram
semelhantes, sugerindo que a movimentacdo diferencial do herbicida ndo esta
associada ao mecanismo de resisténcia. Outros estudos também demonstram que as
diferencas na sensibilidade ao clomazone observada entre espécies ou bidtipos,

podem nao estar relacionadas a absorcdo diferencial do herbicida (Norman; Liebl,
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Widholm, 1990; Tenbrook; Tjeerdema, 2006; Weimer; Buhler; Balke, 1991; Yasuor et
al., 2008).

Os dados de metabolizacdo de clomazone estdo apresentados de duas
maneiras distintas. Na primeira delas é possivel observar o comportamento de
absorcao de clomazone e sua metabolizacdo em hydroxyclomazone e ketoclomazone

a partir do agrupamento desses compostos para cada variedade estudada (Figura 18).

Figura 18 - Teores internos do herbicida clomazone e dos metabdlitos
hydroxyclomazone e ketoclomazone (ug g* de massa seca), agrupados por
variedades de cana-de-acuUcar, nos periodos de 1, 8, 24 e 72 horas apés a
aplicacdo (HAA) de clomazone
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O herbicida clomazone e seu metabdlito hydroxyclomazone, ndo inibem a
sintese de isoprendide cloroplastico ou a enzima DXP sintase na via ndo mevalonato
do 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), apenas o ketoclomazone é responsavel pela
inibicdo da sintese de carotenoides por essa via (Ferhatoglu; Barrett, 2006). Sendo
assim, para que o clomazone exerca papel fitotéxico em seu local de acéo, deve ser

bioativado em seu metabdlito ketoclomazone e o primeiro passo dessa conversao
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catalisada por enzimas do citocromo P450 é a formacdo de hydroxyclomazone
(Nandula et al., 2019).

De maneira geral, a variedade SP80-3280 apresentou comportamento muito
distinto quando comparada com as demais, acumulando os maiores teores de
clomazone e menores teores dos metabdlitos para todos os periodos de avaliacao.
Observando-se o comportamento dos compostos nas demais variedades, foi possivel
observar maior concentracdo de clomazone na avaliagdo realizada 1 hora apés a
aplicacdo, a partir desse periodo as concentracdes de clomazone reduzem
drasticamente com valores préoximos ou inferiores aos teores do metabdlito
ketoclomazone (Figura 18).

Para a variedade SP80-3280, que se mostrou tolerante ao clomazone quando
0s parametros de crescimento foram avaliados, os teores internos de clomazone
representaram aproximadamente 98%, 91%, 81% e 48% dos teores totais dos
compostos no interior da planta nas coletas de 1, 8, 24 e 72 HAA, respectivamente,
demonstrando baixa taxa de metabolizacdo do herbicida. A variedade RB97-5375 que
também foi menos afetada pela acdo do clomazone, apresentou teores iniciais do
herbicida representando 75% dos teores totais na avaliacdo de 1 HAA, ja as 8 HAA
observou-se acentuada reducéo na proporcgao de clomazone, que representou apenas
39% do teor total dos compostos, indicando elevada metabolizacdo do clomazone
neste periodo, no entanto, a proporcdo de clomazone volta a aumentar nas avaliacfes
de 24 e 72 HAA, com valores de 53% e 68%, respectivamente.

J4 as variedades que demonstraram maior sensibilidade ao clomazone,
apresentaram comportamento semelhante na metabolizagdo do herbicida, que
representou 79%, 45%, 28% e 30% do teor total dos compostos na variedade RB93-
579 e 78%, 61%, 21% e 31% na variedade RB97-5201 nos periodos de 1, 8,24 e 72
HAA, respectivamente. As baixas concentracdes de clomazone no interior da planta
estdo relacionadas com a metaboliza¢c&o do herbicida.

A taxa diferencial de metabolismo de herbicidas geralmente fornece a base
para diferentes niveis de sensibilidade entre as espécies. As monooxigenases do
citocromo P450 estdo entre as principais enzimas envolvidas na seletividade de
herbicidas e sdo responsaveis por uma ampla gama de reacfes de
monooxigenacgao/hidroxilacdo, normalmente inserindo um atomo de oxigénio em
moléculas hidrofébicas inertes para torna-las mais reativas e hidrossoluveis (Dimaano;
Iwakami, 2021).
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A aplicacdo de inibidores da desintoxicacdo mediada por P450 ao mesmo
tempo que o herbicida clomazone reduziu as injurias e a inibicdo da sintese de clorofila
e carotenoides pelo herbicida em milho e algoddo. Também foram observadas
reducdes no metabolismo de clomazone em metabdlitos polares, indicando que a
base da protecdo de clomazone € a inibicdo do metabolismo téxico do herbicida por
inibidores de P450 (Ferhatoglu; Avdiushko; Barrett, 2005).

Estudos realizados por Guo et al. (2019), investigando se as expressoes
diferenciais dos genes P450, CYP81A12 e CYP81A21 estavam associadas as
diferencas na suscetibilidade ao herbicida clomazona entre Echinochloa phyllopogon
suscetivel e resistente a multiplos herbicidas, sugerem que o mecanismo de
resisténcia ao clomazone também esta relacionado a super expressédo de CYP81A12
ou CYP81A21.

A segunda forma de apresentacdo dos dados é através do agrupamento das
variedades para cada composto, analisando a diferenca de comportamento entre as
quatro variedades estudadas através dos teores internos de clomazone,
hydroxyclomazone e ketoclomazone (Figura 19).

As duas variedades mais tolerantes a acdo do clomazone, apresentaram
comportamentos distintos na metabolizacdo do herbicida. Analisando-se os teores
internos de clomazone, foi possivel observar que a variedade SP80-3280 apresentou
as maiores concentragfes quando comparada as demais variedades, com valores de
47,01; 30,93; 9,38 e 1,50 ug g ms?t nos periodos de 1, 8, 24 e 72 HAA,
respectivamente. A bioativacéo de clomazone foi baixa para essa variedade, uma vez
gue foram observados os menores teores de hydroxyclomazone (0,28; 0,39 e 0,41 ug
g ms?) e ketoclomazone (0,59; 2,73 e 1,78 ug g ms™?) nos periodos de 1, 8 e 24 HAA,

respectivamente.
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Figura 19 - Teores internos do herbicida clomazone e dos metabdlitos
hydroxyclomazone e ketoclomazone (ug g de massa seca), agrupados por
compostos, para as quatro variedades de cana-de-acucar nos periodos de 1, 8,
24 e 72 horas ap0s a aplicacdo (HAA) de clomazone
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Menores concentracdes de metabdlitos do clomazone também foram
observadas em plantas de arroz, consideradas tolerantes ao herbicida quando
comparada a Echinochloa oryzoides que se mostrou suscetivel a acao de clomazone.
As plantas de E. oryzoides apresentaram concentracao de 84,1% de metabdlitos de
clomazone, enquanto no arroz a proporcéao foi de 67,9%. Representando menos de
1% dos metabdlitos totais para as duas espécies, a concentracao de ketoclomazone
foi significativamente maior em E. oryzoides, com teores de 21 pmol/g, enquanto no
arroz os teores de clomazone ficaram em torno de 5,7 pmol/g, indicando que a espécie
mais sensivel metabolizou clomazone mais rapidamente ou em maior proporcao do
gue a espécie mais tolerante (Tenbrook; Tjeerdema, 2006).

A variedade RB97-5375 que também se mostrou tolerante ao clomazone, com
atenuados sintomas de injuria visual e baixas reducdes nos parametros de
desenvolvimento, apresentou baixas concentracdes de clomazone quando
comparada a variedade SP80-3280, estando mais préoxima dos valores encontrados
para as variedades mais sensiveis. Nos periodos de 1, 8, 24 e 72 HAA os teores de
clomazone foram de 27,07; 8,28; 3,80 e 1,23 ug g ms, respectivamente. Baixas
concentracfes de clomazone refletiram no maior acimulo de hydroxyclomazone, com
valores de 1,81 e 1,83 ug g ms™? e ketoclomazone, com 6,89 e 10,70 ug g ms™ nos
periodos de 1 HAA e 8 HAA, respectivamente.

Com esse comportamento em relacdo ao metabolismo do clomazone,
esperava-se que a variedade apresentasse maior sensibilidade ao herbicida, no
entanto, drasticas reducdes nos teores dos compostos ocorreram no periodo de 24
HAA e 72 HAA, para hydroxyclomazone os valores foram respectivamente de 0,60 e
0,20 pg g ms, os teores de ketoclomazone nesses periodos ja eram inferiores aos
encontrados nas variedades mais sensiveis, com valores de 2,80 e 0,36 ug g ms?,
respectivamente.

Apesar da rapida conversdo de clomazone nos compostos hydroxyclomazone
e ketoclomazone, o metabolismo continuou ocorrendo ativamente na variedade RB97-
5375 e em pouco tempo os teores dos metabdlitos reduziram, impedindo
interferéncias severas do herbicida no desenvolvimento das plantas. As taxas de
conversdo de clomazone em hydroxyclomazone e de hydroxyclomazone em
ketoclomazone, bem como a conversao de todos esses compostos em seus proprios
metabdlitos, sdo determinantes para indicar as concentracdes e o periodo em que

ketoclomazone estara presente na planta (Nandula et al., 2019).
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A desintoxicacdo do clomazone através do metabolismo pode desempenhar
importante papel na sensibilidade diferencial do herbicida uma vez que a toxicidade
do clomazone depende do equilibrio entre dois sistemas enzimaticos diferentes,
aqueles que ativam o herbicida (principalmente através de enzimas do citocromo
P450) e aqueles que o detoxificam (Tenbrook; Tjeerdema, 2005).

As variedades RB93-579 e RB97-5201, mais sensiveis a acdo do clomazone,
apresentaram comportamento similar no metabolismo do herbicida e acumulo dos
metabdlitos. Os teores de clomazone para a variedade RB93-579 nos periodos de 1,
8, 24 e 72 HAA foram de 31,92; 8,52; 2,28 e 0,67 ug g ms™, ja na variedade RB97-
5201 observou-se os teores de 27,93; 12,11; 1,59 e 0,56 pug g ms, respectivamente.
A conversao para ketoclomazone ocorreu praticamente nas mesmas proporgoes para
as duas variedades, sendo as médias dos valores de aproximadamente 6,6; 9,8; 5,3
e 1,1 ug g ms? nos periodos de 1, 8, 24 e 72 HAA, respectivamente.

As concentracfes de ketoclomazone nas variedades sensiveis foram elevadas
quando comparadas com a variedade tolerante SP80-3280, considerando a média
dos teores encontrados nas variedades RB93-579 e RB97-5201, essas variedades
acumularam 11,0 vezes mais ketoclomazone do que a variedade SP80-3280 no
periodo de 1 HAA, ja nos periodos de 8 HAA e 24 HAA os teores foram 3,5 e 2,0 vezes
superiores nas variedades sensiveis. Elevados teores de ketoclomazone também
foram observados em estudo realizado por Driver; Brunharo e Al-Khatib (2020), em
que plantas susceptiveis Leptochloa fusca spp. fasicularis acumularam duas vezes
mais metabdlito téxico de ketoclomazone quando comparadas aos bibtipos
resistentes, evidenciando que as maiores concentracdes de ketoclomazone séo
responsaveis pelo aumento na toxicidade da aplicacdo de clomazone.

Nos periodos de 1 HAA e 8 HAA os teores de ketoclomazone nas variedades
sensiveis foram similares aos da variedade tolerante RB97-5375, no entanto, devido
a queda dos teores nessa variedade tolerante nas avaliagbes subsequentes, a
concentracdo de ketoclomazone para as variedades sensiveis RB93-579 e RB97-
5201 permaneceu elevada e com teores 1,9 e 3,0 vezes superiores aos encontrados
na variedade RB97-5375 nos periodos de 24 HAA e 72 HAA, respectivamente,
resultando em injurias que levaram a acentuadas redu¢fes no desenvolvimento das

plantas dessas variedades.
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Bidtipos suscetiveis e resistentes de Echinochloa phyllopogon também
diferiram em sua capacidade de metabolizar o herbicida clomazone. As plantas
resistentes apresentaram maior atividade de hidroxilagdo, convertendo
hydroxyclomazone preferencialmente em um derivado monohidroxilado, que foi
encontrado em concentracdes de 6 a 12 vezes menores nos bidtipos suscetiveis. Ja
as plantas suscetiveis acumularam 2,5 vezes mais ketotoclomazone do que plantas

resistentes em 96 h apos a aplicacdo do herbicida (Yasuor et al., 2010).

4.4 Experimento 4 - Deposicdo da calda de pulverizacdo em variedades de

cana-de-acUcar

Com a aplicacdo do tracador em quatro variedades de cana-de-acucar, a

interacao entre as variedades e os periodos de aplicacao foi significativa (Tabela 6).

Tabela 6 - Andlise de variancia das concentracfes do tracador aplicado aos 30
e 7 dias ap0s o transplantio (DAT) de quatro variedades de cana-de-

acucar
FV GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Variedade 3 6,8339 2,2779 5,963 0,0013
Periodo 1 23,7563 23,7563 62,187 0,0000
Variedade X Periodo 3 8,3229 2,7743 7,262 0,0003
Residuo 56 21,3927 0,3820
CV (%) 15,08

O corante Azul Brilhante ndo é absorvido pelas plantas, ndo sofre processos
de degradacédo ou metabolizacdo, sendo um tracador adequado para a estimativa dos
teores totais depositados nas plantas. Segundo Palladini (2000), esse corante nao é
absorvido pelas folhas, € estavel a luz solar, e mantem a solugdo na mesma tensao
da agua, permitindo a determinacdo qualitativa e quantitativa dos depodsitos
resultantes de pulverizagdes.

Analisando-se a deposicédo do tracador nas quatro variedades de cana-de-
acucar, observou-se que nao houve diferenca no total depositado entre as variedades
RB97-5375, RB93-579 e RB97-5201, que apresentaram valores proximos a 3,6 mg
kg mf! quando a aplicacdo foi realizada aos 7 DAT. Para esse mesmo periodo, a

variedade SP80-3280 apresentou as menores concentracdes de deposicdo do
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tracador (2,9 mg kg mf?l), diferindo-se significativamente da variedade RB93-579
(Figura 20).

A morfologia da superficie foliar pode influenciar a deposi¢éo, a distribuicédo e
a retencdo do herbicida. Existe uma grande diversidade na morfologia foliar entre
diversas espécies de plantas e as caracteristicas da folha como, grau e tipo de
desenvolvimento da cera epicuticular, presenca de tricomas e glandulas, influenciam
a deposicdo de herbicidas nas superficies foliares (Hess; Falk, 1990). Ferreira et al.
(2007), avaliando as caracteristicas anatdmicas das folhas de variedades de cana-de-
acucar com tolerancia diferencial a trifloxysulfuron-sodium + ametryn, observaram que
a variedade mais sensivel apresentou maior densidade de estbmatos e comprimento
de ostiolos e maior densidade de tricomas, fatores que poderiam explicar a maior
sensibilidade dessa variedade.

Figura 20 - Deposicdo do tracador corante Azul Brilhante (mg kg de massa
fresca) aplicado aos 30 e 7 dias ap0s o transplantio (DAT) de quatro variedades
de cana de-agucar
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A aplicacdo realizada 7 dias apds o transplantio, corresponde ao mesmo
periodo em que foram realizadas as aplicacbes nos Experimentos 1, 2 e 3. A
variedade SP80-3280 que comportou-se como tolerante a acdo do clomazone,
apresentou neste estudo os menores teores depositados do tracador, ja para a
variedade RB93-579, mais sensivel ao herbicida, os maiores teores do tracador foram
observados. No entanto, a toleréncia de RB97-5375 e sensibilidade de RB97-5201
nao poderiam estar relacionadas com diferencas na depois¢do, uma vez que essas
variedades nao diferiram significativamente.

As diferencas nos teores depositados nas variedades SP80-3280 e RB93-579
reforcam o processo de metabolizacao diferencial observado entre essas variedades,
pois apesar de apresentar os menores teores depositados nesse estudo, SP80-3280
também acumulou os maiores teores totais dos compostos (Experimento 3), com
maiores porcentagens de clomazone em relacdo ao teor total, indicando menor
metabolizacdo dos compostos durante os periodos avaliados. Ja os teores totais na
variedade RB93-579 foram baixos quando comparado a SP80-3280, o que poderia
indicar menor deposicao para essa variedade, se contrapondo aos resultados de
maior deposicdo do tracador. Esse fato indica que os menores teores internos
ocorreram devido a rapida metabolizacdo do herbicida e dos metabdlitos em
compostos que nao foram quantificados.

Quando a aplicacdo do tracador foi realizada 30 dias ap6s o transplantio das
mudas, ndo houve diferenca entre SP80-3280, RB97-5375 e RB93-579, apenas a
variedade RB97-5201 apresentou a menor concentracdo depositada, diferindo
significativamente das demais. Para essa variedade, ndo houve diferenca entre os
teores depositados independente do periodo de aplicacdo. Ja para as demais
variedades, foi observado maior deposicdo do tracador quando a aplicacéo foi
realizada aos 30 DAT. As concentracfes do corante depositadas nas variedades
SP80-3280, RB97-5375 e RB97-5201 aos 30 DAT foram 1,6; 1,5 e 1,3 vezes maiores
do que os valores encontrados na aplicacéo realizada aos 7 DAT, respectivamente
(Figura 20).

Os resultados de deposicéo do herbicida clomazone e do tragador nas quatro
variedades de cana-de-agucar, permitiram o ajuste de modelos de regressdo nao-
linear de Gompertz, uma vez que o coeficiente de determinacdo (R?) se manteve
acima de 0,99 para periodos avaliados. As estimativas dos parametros e os valores

de média, moda e mediana estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Estimativas dos parametros e dos valores de média, moda e mediana
dos modelos de Gompertz ajustados para os dados de deposi¢éo do
tracador e do clomazone aplicados aos 30 e 7 dias apds o
transplantio de quatro variedade de cana-de-acucar

Parimetros Clomazone (ng cm™) Tracador (uL cm3)
30 DAT 7 DAT 30 DAT 7 DAT
a 4,60517 4,60517 4,60517 4,60517
b -10,4761 -6,2518 -10,4758 -6,2518
c 0,0133 0,00834 66,3175 41,6866
Média 822,38 822,87 0,17 0,16
Moda 787,68 749,62 0,16 0,15
Mediana 815,24 793,57 0,16 0,16
F 4147,68™ 4803,63™ 4148,08™ 4803,61™
R? 0,9964 0,9969 0,9964 0,9969

“Significativo pelo teste de F, a p<0,01.

As concentragfes do tracador e do clomazone foram ajustadas por unidade de
area (cm=). Analisando os valores de clomazone (ng cm™) e do tracador (UL cm),
pode-se observar o0 mesmo padrédo das curvas tanto no periodo de 30 DAT quanto
aos 7 DAT, indicando que o tracador correspondeu ao comportamento de deposicéo
do herbicida (Figura 21).

Analisando-se a frequéncia acumulada, observou-se a maior variacdo dos
depdsitos de calda com a aplicacdo realizada aos 7 DAT. A concavidade da curva
mostra a uniformidade da deposi¢do, quanto mais plana a curva maior é a frequéncia
dos valores extremos, ou seja, maiores diferencas entre 0os maiores e menores
volumes depositados nas plantas (Velini, 1995). Além de representar 0os maiores
valores de deposicao nas variedades de cana-de-acucar, menor desuniformidade dos
depdsitos ocorreu quando a aplicacdo foi realizada 30 dias apés o transplantio das
mudas.

Os resultados dessa pesquisa contrapdem-se aos relatados por Souza; Velini
e Palladini (2007), que ao comparar o padrao de deposicdo em trés estadios de
desenvolvimento da cultura da soja, observaram decréscimo de depésitos por unidade
de area com o aumento da area foliar das plantas. Os autores correlacionam esse
comportamento com o0 maior acumulo e sobreposicado de folhas, indicando que o
crescimento e desenvolvimento da cultura pode representar um fator de aumento de
seletividade, uma vez que menores concentracbes do ingrediente ativo ser&o

depositadas.
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Figura 21 - Frequéncia acumulada de depdsitos do tracador corante Azul
Brilhante (UL cm™) e do herbicida clomazone (ng cm) aplicados aos 30 e 7
dias apo6s o transplantio (DAT) de quatro variedades de cana-de-acucar
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De maneira geral, os dados demonstram que quando a aplicacao € realizada
aos 7 DAT, as taxas totais de deposicdo sdo menores, as diferencas entre as
variedades quanto ao teor depositado sdo maiores e maior a variabilidade das
concentracfes depositadas nas plantas. Todas essas caracteristicas podem
influenciar no comportamento das variedades quanto a tolerancia ao herbicida, uma
vez que interferem diretamente na quantidade de produto que estara disponivel para

a absorcao pelas plantas.
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5 CONCLUSOES

As variedades de cana-de-acucar plantadas no sistema MPB apresentaram
tolerancia diferencial ao herbicida clomazone. As variedades SP80-3280 e RB97-5375
comportaram-se como mais tolerantes a acdo do herbicida, enquanto as variedades
RB93-579 e RB97-5201 foram mais sensiveis, apresentado as maiores reduc¢des dos
parametros avaliados.

N&do houve diferencas expressivas na absorcdo do herbicida entre as
variedades. A variedade SP80-3280 apresentou as menores conversdes de
clomazone no metabdlito ativo ketoclomazone, a variedade RB97-5375 apresentou
elevado acumulo inicial de ketoclomazone, no entanto, as concentracdes reduziram
drasticamente nas ultimas coletas. J4 nas variedades sensiveis, houve rapida
metabolizacdo de clomazone em ketoclomazone, que permaneceu em concentracoes
mais elevadas até a coleta de 72 HAA.

Diferencas na deposicao foram observadas entre as variedades e os periodos
de aplicacéo, no entanto, ndo foi possivel estabelecer um padréo entre a sensibilidade
e a deposicao para todas as variedades.

A tolerancia diferencial ao herbicida clomazone nas variedades estudadas de

cana-de-acucar esta relacionada com o metabolismo diferencial do herbicida.
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APENDICE A - Analise da homogeneidade das variancias residuais (Fmaximo)
entre os experimentos realizados em duplicata para as variaveis altura, nimero
de folhas, numero de perfilhos, taxa de transporte de elétrons (ETR) e
eficiéncia fotoquimica Fotossistema Il (pPSIl) aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a
aplicacdo (DAA) e massa seca aos 28 DAA do clomazone

. QMe
Experimento 7DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Altura
1 526,8674 553,6914 485,1110 393,2300
2 90,8099 490,6895 181,6219 121,5203
Fmaximo 5,8019 1,1284 2,6710 3,2359
Numero de folha
1 601,7657 745,4010 344,4643 1331,7802
2 570,8321 151,4244 390,5032 868,9798
Fmaximo 1,0542 4,9226 1,1337 1,5326
Numero de perfilho
1 9708,4970 6884,3896 4992,1329 932,2253
2 5555,5778 7790,8255 856,5015 1567,7609
Fmaximo 1,7475 1,1317 5,8285 1,6817
ETR
1 2684,6410 174,6818 74,6733 132,2059
2 8164,1913 777,1815 65,9559 153,8459
Fmaximo 3,0411 4,4491 1,1322 1,1637
bpsi
1 2688,147 143,6048 258,06 96,98323
2 4383,147 776,2481 131,3477 153,7006
Fmaximo 1,6305 5,4054 1,9647 1,5848
Massa seca
1 - - - 1337,5182
2 - - - 1531,0790

Fmaximo - - - 1,1447
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APENDICE B - Analise da homogeneidade das variancias residuais (Fmaximo)
entre os experimentos realizados em duplicata para a variavel fitointoxicacao
aos 3, 7,14, 21 e 28 dias apo6s a aplicacdo (DAA) do clomazone

. QMe
Experimento 3DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
Fitointoxicagéao
1 12045833 4684667  299,8667 183,3833 43,3333
2 1204,5833 140,3167  164,4667 75,3333 250,9833
Fmaximo 1,0000 3,3386 18233 24343 57919
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APENDICE C - Analise da homogeneidade das variancias residuais (Fmaximo)
entre os experimentos realizados em duplicata para as concentragdes de
clomazone, keto-clomazone e hydroxi-clomazone as 1, 8, 24 e 72 horas ap0s a
aplicacao (DAA) do clomazone

. QMe

Experimento 1 HAA 8 HAA 24 HAA 72 HAA
Clomazone
1 1356,5463 655,8409 43,4295 0,5380
2 195,6029 645,2581 109,4599 2,1442
Fmaximo 6,9352 1,0164 2,5204 3,9854
Hydroxyclomazone
1 0,3305 0,6746 0,2068 0,0123
2 2,0849 4,3923 0,0298 0,0364
Fmaximo 6,3080 6,5109 6,9344 2,9603
Ketoclomazone

1 11,6427 80,4264 15,3104 0,9965
2 76,7287 64,8249 18,0780 1,1725

Fmaximo 6,5903 1,2407 1,1808 1,1767
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APENDICE D - Analise da homogeneidade das variancias residuais (Fmaximo)
entre os experimentos realizados em duplicata para os teores externos,
internos e totais as 1, 8, 24 e 72 horas ap6és a aplicacédo (DAA) do clomazone

. QMe
Experimento 1 HAA 8 HAA 24 HAA 72 HAA
Teores externos
1 75,1991 5,5652 8,9422 0,1987
2 519,9110 36,2557 55,2231 1,2331
Fmaximo 6,9138 6,5148 6,1756 6,2075
Teores internos
1 1112,2114 285,9832 32,0234 0,6896
2 162,5225 2951772 39,0792 4,4142
Fmaximo 6,8434 1,0321 1,2203 6,4007
Teores totais
1 913,5109 264,9753 39,6140 0,6371
2 131,0369 317,2279 75,1872 4,2378

Fméaximo 6,9714 1,1972 1,8980 6,6515
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