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RESUMO

O conhecimento da resisténcia das plantas daninhas a herbicidas, em especial do
capim-amargoso (Digitaria insularis L.) e a tecnologia de aplicacdo sdo aspectos
fundamentais para recomendacfes de manejo da espécie daninha, e melhoria da
performance do uso dos herbicidas. A pesquisa teve por objetivos estudar: (i) a
sensibilidade de populacbes de capim-amargoso (D. insularis L.) aos herbicidas
glyphosate e chethodim (ii); os processos pelos quais a tecnologia de aplicacdo, em
particular as formulacbes de herbicida e os adjuvantes podem contribuir para a
otimizacao do controle de D. insularis e, (iii) a influéncia destes fatores na absorcéao
e metabolismo de D. insularis suscetivel e resistente ao herbicida. Para isso, 62
populacdes de capim-amargoso foram coletadas nos estados do Parana e Séao
Paulo, sendo a maior parte delas provenientes de lavouras de soja transgénica,
tolerante ao glyphosate. Ensaios screening foram conduzidos para determinar a
sensibilidade das populacdes de capim-amargoso aos herbicidas por meio de
estudos de curvas de frequéncia de respostas. Com esses dados foram
selecionadas populacdes de capim-amargoso resistentes e suscetiveis aos
herbicidas para determinacao do nivel de resisténcia por meio de estudos de curva
dose-resposta, em diferentes estadios da planta. Posteriormente realizaram-se
ensaios para comparar formulacdes de glyphosate e adjuvantes sobre variaveis de
tecnologia de aplicacdo. Nestes ensaios, duas formulacdes de glyphosate (WG e
SL) e cinco combinacgBes (sem adjuvante, 6leo mineral, 6leo vegetal metilado, aquil
ester etoxilado e polioxietileno alquilfenol éter), mais um tratamento controle (sem
aplicacao), foram comparados avaliando-se o tamanho de gotas, depdsito, tenséo
superficial, angulo de contato, absorcéo, acido chiguimico e controle. Também foram
feitos estudos para comparar a anatomia foliar de D. insularis e os efeitos dos
tratamentos sobre a superficie foliar e os tecidos internos por técnicas de
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de luz. Na Ultima etapa do
trabalho, duas populacdes de D. insularis (resistente e suscetivel), foram
comparadas quanto a absorcdo, producdo de compostos da rota do acido
chiguimico, metabolismo e controle. A quantificacdo dos compostos foi realizada por
cromatografia liquida e espectrometria de massas, 24h ap6s a aplicacdo dos
tratamentos e o controle avaliado aos 21 dias apo6s a aplicacdo. Os resultados
revelaram que todas as populagcdes de D. insularis coletadas em lavouras com soja
transgénica apresentaram baixa sensibilidade ao glyphosate quando submetidas a
dose comercial do herbicida (1080 g e.a. ha), e alta sensibilidade ao clethodim. O
fator de resisténcia maximo entre as populacdes foi de 15, sendo a resposta ao
herbicida dependente do estadio de desenvolvimento da planta. As formula¢des néo



apresentaram diferencas significativas em relacdo a absorcdo, entretanto, os
adjuvantes proporcionaram incrementos de até 170% da quantidade de herbicida
absorvido quando comparado aos tratamentos sem adjuvantes. O incremento da
absorcdo ndo foi suficiente para o controle eficaz da populacéo resistente, porém, a
utilizacdo de adjuvante apropriado pode ser (til para a otimizagdo do uso de
glyphosate no controle da D. insularis. Os resultados revelaram que o mecanismo de

resisténcia de D. insularis ndo esta envolvido a absor¢cdo do glyphosate e
metaboliza¢ao do herbicida pela planta.

Palavras-chave: capim-amargoso, tecnologia de aplicacdo, absorcdo de herbicida,

tamanho de gotas, tenséo superficial, deposito da pulverizacdo, anatomia foliar.



ABSTRACT

The knowledge about weed resistance to herbicides, especially of sourgrass weed
(Digitaria insularis L.) and application technology are fundamental aspects for weed
management recommendations and performance improvement for herbicide use.
Thus, the present research had as objectives to study: (i) the sensitivity of sourgrass
populations (D. insularis L.) to glyphosate and chethodim herbicides; (ii) to study the
processes by which the application technology and in particular glyphosate
formulations and adjuvants may to contribute for control optimization of D. insularis;
(i) the influence of these factors on the absorption and metabolism of susceptible
and resistant D. insularis to herbicide. In order, 62 sourgrass populations were
collected in Paranid and S&o Paulo states, most them coming from of transgenic
soybeans crops, tolerant to glyphosate. Screening tests were conducted to determine
the sourgrass populations sensitivity to herbicides by means of frequency response
curves studies. With this data, resistant and susceptible sourgrass populations to
glyphosate were selected for resistance level determination through dose-response
curve studies at different growth stages of plant. Subsequently, assays were
performed to compare glyphosate formulations and adjuvants on application
technology variables. In these assays, two glyphosate formulations (WG and SL) and
five combinations (without adjuvant, mineral oil, methylated vegetable oil, ethoxylated
alkyl ester, polyoxyethylene alkylphenol ether) plus a control treatment (no
application) were compared by evaluating the droplets spectrum, deposition, surface
tension, contact angle, absorption, shikimic acid and control.Studies have also been
performed to compare the foliar anatomy of D. insularis and the effects of treatments
on leaf surface and internal tissues by scanning electron microscopy and light
microscopy. In the last step of study, two populations of D. insularis (resistant and
susceptible) were compared for absorption, production of shikimic acid route
compounds, metabolism and control. The quantification of the compounds was
performed by liquid chromatography and mass spectrometry, 24 hours after the
application of the treatments and the control evaluated at 21 days after the
application. The results showed that all populations of D. insularis collected on crops
with transgenic soybeans showed low sensitivity to glyphosate when submitted to
herbicide commercial dose (1080 g e.a. hat), and high sensitivity to clethodim. The

maximum resistance factor among the populations was 15, and the response to the



herbicide depended of growth stage of plant. The formulations showed no significant
differences in absorption, however, the adjuvants provided increases of up to 170%
of the amount of herbicide absorbed when compared to treatments without
adjuvants. The increase uptake was not sufficient for the effective control of resistant
population, however, the use of appropriate adjuvant may be useful for the
optimization of use of glyphosate in the control of D. insularis. The results revealed
that the resistance mechanism of D. insularis is not involved in the absorption of

glyphosate and metabolization of the herbicide by plant.

Key words: sourgrass weed, applicatinon technology, herbicides uptake, droplet

spectrum, surfacing tension, spray deposit, leaf anatomy.
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1 INTRODUCAO GERAL

O capim amargoso Digitaria insularis (L.) Fedde, € uma espécie daninha perene,
pertencente a familia Poaceae, cujo primeiro relato de resisténcia no mundo foi
encontrado em 2005, ao herbicida glyphosate, no municipio de Caaguazu, Provincia
de Alto Parana, Paraguay (HEAP, 2017). A resisténcia a esse herbicida no Brasil foi
documentada em 2008, na regido oeste do estado do Parana (HEAP, 2017). A partir
de entdo, houve uma ampla disseminacdo da espécie em todo o0 pais e a
confirmacdo de casos de resisténcia em outras regifes e culturas agricolas
(ADEGAS 2009, CARVALHO, 2011, LOPEZ-OVEJERO et al., 2017). Em 2016, foi
identificada a resisténcia a herbicidas inibidores da acetil coenzima-A carboxilase
(ACCase), pertencentes a familia quimica ariloxifenoxipropionatos, na regiao centro-
oeste do Brasil (HEAP, 2017).

Os estudos da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas envolvem varios
aspectos, como: a identificacdo de novos casos de espécies resistentes, o0
conhecimento sobre a disseminacdo da resisténcia no campo, 0s niveis de
resisténcia identificados em diferentes populacdes e 0s mecanismos responsaveis
pela expressao da resisténcia. Espera-se que a evolucdo da resisténcia de plantas
daninhas pode estar relacionada, entre outros fatores, as caracteristicas intrinsecas
a espécie. No caso particular da D. insularis, a alta prolificidade, as diferentes formas
de propagacao, a alta porcentagem de germinacao, a facilidade de dispersdo pelo
vento, a adaptabilidade e a sobrevivéncia em praticamente todas as épocas do ano,
nas condicbes brasileiras (GEMELLI et al., 2012), podem ter relagdo com o
desenvolvimento da resisténcia dessa espécie daninha, devido a alta exposicdo da
espécie a herbicidas, normalmente utilizados em seu controle.

Assim, faz-se necessarios estudos que tenham por objetivo elucidar os aspectos
relacionados a disseminacao da resisténcia de D. insularis, nas diferentes regides
agricolas do pais, bem como investigar o nivel de resisténcia entre as populacdes e
0S mecanismos pelos quais as plantas daninhas expressao resisténcia a herbicida, a
fim de obter informacdes precisas para recomendacdo de praticas que visem a
atenuacao do problema.

No caso da alta frequéncia de resisténcia ser detectada no campo, 0
restabelecimento da susceptibilidade tornar-se pouco provavel, mesmo que adotada

medidas como rotacdo de herbicidas ou préaticas de manejo alternativas. Por isso, é
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importante a realizacdo de monitoramento com o intuito de evitar a perda de
ferramentas de controle importantes como os herbicidas. Além disso, a substituicdo
da aplicacéo de glyphosate por herbicida alternativo, como os inibidores da ACCase,
exerce maior presséo de selecdo a favor do desenvolvimento de resisténcia multipla,
podendo causar maiores impactos sobre os custos de producdo para o controle
dessa espécie.

A tecnologia de aplicagdo de herbicidas € considerada um campo de estudos
importante na busca pela otimizagdo do controle das plantas daninhas. Dentre as
ferramentas que pertencem a tecnologia de aplicacdo, destacam-se as formulacoes
herbicidas e os adjuvantes utilizados em mistura em tanque. Esses componentes
podem modificar as caracteristicas das gotas formadas, possibilitando a melhor
deposicao, distribuicdo sobre as plantas daninhas, além de reduzirem o potencial
risco de deriva das pulverizacdes, proporcionando menores impactos ambientais
ocasionados pelos herbicidas.

Outras vantagens na utilizacdo da tecnologia de aplicacdo de herbicidas
apropriada podem ser observadas quando o liquido entra em contato com a
superficie-alvo, modificando caracteristicas como o espalhamento do liquido
pulverizado e a acdo sobre as superficies foliares. Estas propriedades podem refletir
na maior penetracéo e absor¢ao do herbicida, promovendo a otimizacdo do seu uso.

No caso particular das plantas daninhas resistentes, essas modificacdes
poderiam apresentar impactos para o aumento do seu controle. Trabalhos que
objetivam estudar a relacdo entre a tecnologia de aplicacédo e o controle de plantas
daninhas resistentes sdo pouco frequentes em literatura. Logo, o presente trabalho
teve como objetivos: (i) estudar a frequéncia das respostas de populacdes de capim-
amargoso (D. insularis L.) aos herbicidas glyphosate e chethodim, bem como o nivel
de resisténcia ao glyphosate; (ii) estudar os processos pelos quais a tecnologia de
aplicacdo e em particular as formulacdes de glyphosate e os adjuvantes podem
contribuir para a otimizagéo do controle de D. insularis, (iii) determinar o efeito das
formulacdes de glyphosate e adjuvantes na absorcédo do herbicida e controle de D.
insularis resistente e suscetivel, bem como quantificar os compostos: acido
chiguimico, triptofano, fenilalanina, tirosina e &cido aminometilfosfénico (AMPA),
envolvidos na rota metabolica de atuacao do glyphosate e metabolismo do herbicida
pela planta.
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2 CAPITULO 1

SENSIBILIDADE DE Digitaria insularis (L.) AOS HERBICIDAS GLYPHOSATE E
CLETHODIM EM DOIS ESTADIOS FENOLOGICOS DA PLANTA

2.1 RESUMO

O aumento da ocorréncia de capim-amargoso (D. insularis) e as falhas de controle
desta planta daninha, observadas a partir da aplicacdo de herbicidas, em diferentes
regibes agricolas do Brasil, tém gerado preocupacdo entre os agricultores, sendo
necessario o monitoramento e a caracterizacdo do nivel da resisténcia dessa
espécie. O objetivo do trabalho foi avaliar a sensibilidade de populacdes de capim-
amargoso aos herbicidas glyphosate e clethodim, bem como determinar os niveis de
resisténcia das populacbes ao glyphosate, em estadios de desenvolvimento da
planta. Para isso, 62 populagdes de capim-amargoso foram coletadas nos estados
do Parana e Séo Paulo, sendo submetidas a aplicacdo de 540; 1080 e 2160 g e.a.
ha' de glyphosate e 108 g i.a. ha' de clethodim, respectivamente, em ensaios
screening. Mediante o resultado desta etapa, foram selecionadas cinco populacdes
de capim-amargoso, sendo trés resistentes e duas suscetiveis ao glyphosate para
determinacdo dos fatores de resisténcia (FR), por meio de estudos de dose-
resposta, em dois estadios fenolégicos da planta: 2 a 4 folhas e 2 a 4 perfilhos (20 a
40 cm). Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo sob delineamento
inteiramente casualizado. Em ambos os ensaios, o controle foi avaliado com base
em escala de notas dos sintomas visuais de controle (C) e da percentagem de
massa seca (GR) em relacdo a testemunha (sem aplicacdo). Nos ensaios screening
os dados obtidos para as varidveis respostas foram ajustados a curvas da
frequéncia seguindo o modelo de regresséo proposto por Gompertz. Os resultados
apontaram baixa sensibilidade da D. insularis ao glyphosate em 100% das amostras
provenientes de areas de soja transgénica, tolerantes ao glyphosate, e alta
sensibilidade ao clethodim. As populacbes com plantas suscetiveis, com controle
superior a 80% na dose recomendada do herbicida, foram encontradas em terrenos
baldios, éareas de pastagens e lavouras com cana-de-acucar. N&o foram
encontradas populagdes resistentes ao herbicida clethodim. Com base nos valores
de Cso e GRso, 0 FR maximo obtido entre as populacfes foi de 15. Estadios de
desenvolvimento mais avang¢ados dificultam o controle do capim-amargoso, exigindo

doses de 3,5 vezes maiores, em relagéo ao estadio inicial.
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Palavras-chave:curva dose resposta, fator de resisténcia, modelo de Gompertz,

controle quimico.
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Digitaria insularis (L.) SENSITIVITY TO GLYPHOSATE AND CLETHODIM
HERBICIDES IN TWO GROWTH STAGES OF THE PLANT

2.2 ABSTRACT

The increase in the occurrence of sourgrass weed (D. insularis) and control failures
observed from the application of herbicides, observed in different agricultural regions
of Brazil, have generated concern among the farmers, being necessary the
monitoring and the characterization of resistance level of this species. The aim of this
work was to evaluate the sensitivity sourgrass populations to glyphosate and
clethodim herbicides, as well as to determine resistance level of populations to
glyphosate at growth stages of weed. For this, 62 populations of sourgrass were
collected were collected in the Parana and S&o Paulo states, and were submitted to
the application of 540; 1080 and 2160 g e. a. ha* of glyphosate and 108 g i. a. ha?* of
clethodim, respectively, in screening assays. Through the result of this step, five
populations of sourgrass were selected, three of which were resistant and two
susceptible to glyphosate for the determination of resistance factor (FR), through
dose-response curve studies, in two growth stages of plant: 2 to 4 leaves and 2 to 4
tillers (20 to 40 cm). The trials were conducted in a greenhouse under a completely
randomized design. In both trials, control was evaluated by score scale of visual
symptoms of the herbicide (C) and the percentage of dry matter mass (GR) in
relation to the control (without application). In the screening tests the data obtained
for the response variables were adjusted to frequency curves following regression
model proposed by Gompertz. The results indicated low sensitivity of D. insularis to
glyphosate in 100% of the samples from glyphosate tolerant transgenic soybean and
high sensitivity the populations to clethodim. The populations with susceptible plants
to glyphosate, in which the control obtained was superior to 80% were found in
vacant lots, pasture areas and sugar cane fields. No populations resistant to the
herbicide clethodim were found. Based on the values of C50 and GRS50, the
maximum FR obtained between the populations was 15. More advanced growth
stages make it difficult to control sourgrass, requiring doses 3.5 times greater than

the initial stage.

Key words: dose response curve, resistance factor, Gompertz model, chemical

control.



26

2.3 INTRODUCAO

A Digitaria insularis L. Fedde, popularmente conhecida como capim-amargoso, €
uma espécie de planta daninha perene, pertencente a familia Poaceae, de
ocorréncia natural em uma ampla variedade de ambientes, incluindo areas com
espécies cultivadas (MONDO et al., 2010). Sua reproducéo se da por sementes ou
estruturas vegetativas produzidas em subsuperficie, denominadas rizomas.

A aprovagdo do plantio de culturas transgénicas, como a soja portadora da
tecnologia Roundup Ready® no Brasil, a partir de 1998 (CTNbio, 2017) e a
intensificacdo do uso do glyphosate tem proporcionado mudancas significativas na
composicdo das espécies infestantes, com aumento expressivo das infestacdes de
D. insularis em todo o pais. No Brasil, no ano de 2014, 93% das lavouras cultivadas
com soja eram transgénicas, em area correspondente a 30 milhdes de hectares
(BROOKES; BARFOOQT, 2016). Este fato tem contribuido para o desenvolvimento da
resisténcia dessa espécie aos herbicidas, em especial ao glyphosate.

O primeiro caso de resisténcia a herbicida de D. insularis no mundo foi
confirmado em 2005, no municipio de Caaguazu, Provincia de Alto Parana, Paraguai
(HEAP, 2017). Em 2008, no Brasil, foi encontrado o primeiro caso confirmado de
resisténcia ao glyphosate na regido extremo oeste do estado do Parana (HEAP,
2017) nas proximidades ao primeiro caso documentado, no Paraguai. Além disso,
outros trabalhos relataram a existéncia de resisténcia de D. insularis ao glyphosate
em outras regides e culturas agricolas do pais (ADEGAS et al., 2010; CARVALHO et
al.,, 2011). Recentemente, a dindmica populacional de D. insularis resistente ao
glyphosate foi relatada em pesquisas desenvolvidas junto aos programas de
monitoramento de resisténcia no Brasil (LOPEZ-OVEJERO et al., 2017), retratando a
disperséo da resisténcia dessa espécie em diferentes regides agricolas do pais.

Com o controle insatisfatério de capim-amargoso ao glyphosate, o herbicida
passou a ser substituido por alternativas de ingredientes ativos aplicados em pds-
emergéncia, com destaque principal aqueles do grupo quimico inibidores da Acetil
Coenzima-A Carboxilase (ACCase). Além da acdo em pos-emergéncia das plantas
daninhas, esses herbicidas apresentam caracteristicas importantes como acéo
seletiva a dicotileddneas, como é o caso da soja, e elevada eficacia no controle de
gramineas. Devido a tais caracteristicas, houve ampliacdo da utilizacdo dos
herbicidas inibidores da ACCase, o0 que pode ter contribuido para a constatacao do

primeiro caso de resisténcia de D. insularis a herbicidas com esse mecanismo de
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acdo no Brasil (HEAP, 2017). Portanto, acentuam-se as preocupacfes ao
surgimento de plantas que expressem resisténcia multipla aos inibidores da 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPSs) e inibidores da ACCase.

Considerando o desenvolvimento e a reproducdo de D. insularis, varias
caracteristicas contribuem para a exposicdo e a evolucdo da resisténcia a
herbicidas, tais como: alta prolificidade, adaptabilidade e capacidade de se
desenvolver o ano todo na maioria das regides brasileiras (GEMELLI et al., 2012),
facilidade de dispersédo pelo vento, baixo percentual de dorméncia e a alta taxa de
germinacdo (MENDONCA et al., 2014; MONDO et al., 2010). Além disso, estudos
recentes tém mostrado que o fluxo de maquinas agricolas e a selecdo de
populacdes resistentes, de origem independente, sdo fatores importantes que
contribuem com a dispersao de sementes por longas distancias (LOPEZ-OVEJERO,
2017).

Nesse contexto, ndo apenas as identificacbes de casos inéditos de resisténcia
sdo importantes, mas também o conhecimento do quadro atual de evolugcdo da
resisténcia no campo. Assim, tornam-se importantes os trabalhos voltados ao estudo
da sensibilidade de populacbes de plantas daninhas a herbicidas, a fim de alertar os
produtores e demais interessados quanto a dispersdo da espécie nas diferentes
regides agricolas, bem como a adocdo de praticas de manejo visando atenuar 0s
impactos negativos provocados pelo aumento da ocorréncia de resisténcia e evitar a
perda de ferramentas de manejo das plantas daninhas, tais como os herbicidas.

Em estudos de monitoramento de resisténcia, a amplitude da resposta de
populacdes de plantas daninhas a herbicidas e a variacdo ao longo do tempo podem
ser investigadas de diferentes formas, sendo uma delas através da frequéncia da
ocorréncia da resisténcia. Neste caso particular, a utilizacdo de métodos estatisticos
gue possam facilitar a interpretacdo dos resultados obtidos a campo pode contribuir
para o melhor entendimento dos resultados e inferéncia sobre a evolucdo da
resisténcia a herbicidas.

Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a sensibilidade de populagbes de
capim-amargoso (Digitaria insularis L.) aos herbicidas glyphosate e clethodim, bem
como determinar os niveis de resisténcia de populacdes de capim-amargoso ao

glyphosate, em dois estadios de desenvolvimento da planta.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Coletas das sementes e localidades das populacdes

Para a instalacdo dos ensaios, 62 populacdes de D. insularis foram coletadas
em regides agricolas do oeste, meio-oeste e norte do estado do Parana e sudoeste
e centro-sul do estado de S&ao Paulo, entre outubro de 2014 a fevereiro de 2015,
guando havia grande frequéncia de ocorréncia de D. insularis nas propriedades
agricolas destas regides.

A maior parte das populacdes de D. insularis foi proveniente de lavouras de soja
Roundup Ready® (RR) que haviam recebido aplicacdo dos herbicidas glyphosate e
clethodim, porém, ndo apresentaram controle satisfatorio, caracterizando, dessa

forma, areas com suspeita de resisténcia (Figura 1).

FIGURA 1-REPRESENTACAO DE UMA LAVOURA DE SOJA RR, ONDE SE PROCEDEU A COLETA DE SEMENTES COM
SUSPEITA DE RESISTENCIA, GOIOERE-PR, 2015.

Também foram realizadas coletas em areas sem historico de aplicacdo dos
herbicidas, localizadas em terrenos baldios, areas de pastagem e de cana-de-
acucar, a fim de obter populacdes suscetiveis necessarias nas avaliacdes
comparativas de resisténcia dessa planta daninha a herbicidas.

Cada populacdo de capim-amargoso foi representada por uma amostra
composta por sementes coletadas de 20 a 40 plantas, conforme metodologia
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proposta por Burgos et al. (2013). As sementes foram retiradas das paniculas de

plantas em estadio de maturacao, as quais foram armazenadas em sacos de papel

devidamente identificados. No momento da coleta foram registradas as coordenadas

geograficas dos pontos de amostragens, a altitude, o estado, o municipio e as

condi¢cbes da ocupacédo da area (Tabela 1). A distribuicdo geografica dos locais onde

as populacdes foram coletadas esta apresentada na Figura 2.

TABELA 1- IDENTIFICACAO DAS POPULACOES COM RESPECTIVAS LOCALIDADES, COORDENADAS GEOGRAFICAS
[SUL (S) E OESTE (W)], ALTITUDE (ALT.) E OCUPAGAO DA AREA (OCUPAGAO) NO MOMENTO DA
COLETA, 2014/2015. (CONTINUA)

Pop. Municipio/UF.

1 Goioeré/PR

2 Goioeré/PR

3 Goioeré/PR

4 Goioeré/PR

5 Goioére/PR

6 Goioére/PR

7 Goioére/PR

8 Goioeré/PR

9 Goioeré/PR

10 Quarto Centenario/PR
11 Quarto Centenario/PR
12 Goioeré/PR

13 Goioeré/PR

14 Mariluz/PR

15 Mariluz/PR

16 Janiopolis/PR

17 Boa Esperangca/PR

18 Boa Esperanca/PR

19 Quarto Centenario/PR
20 Quarto Centenario/PR
21 Quarto Centenario/PR
22 Bandeirantes/PR

23 Bandeirantes/PR

24 Bandeirantes/PR

25 Bandeirantes/PR

26 Formosa do Oeste/PR
27 Bandeirantes/PR

28 Quarto Centenario/PR

N
O

Moreira Sales/PR

S
24906'35.2"
24911'38.3"
24°11'19.09
24°08'44.3"
24°12'46.8"
24°13'53.4"
24914'17.1"
24912'31.0"
24913'09.2"
24°16'3.2"
24°15'18.6"
24°07'11.7"
24°09'07.7"
24903'19.5"
24°03'14.2"
24°09'07.1"
24°13'32"
24°15'21.0"
24914'31.6"
24914'17.3"
24°13'16.9"
24°14'26.8"
24°18'09.9"
24019'44.7"
24°19'19.4"
24°18'15.1"
24°18'49.0"
24°16'06.8"
24°03'20.6"

W

053°01'15.7"
053°1'13.1"

053°1'57.6822"

053°00'52.7"
053°01'27.6"
053°01'49.8"
053°02'00.1"
052959'51.6"
052959'53.1"
053°01'58.9"
053°04'4.5"

053°01'21.5"
053°01'07.9"
053°07'10.3"
053°08'18.8"
052°47'12.9"
052°46'33.1"
052°50'51.7"
053°05'34.5"
053°06'46.9"
053°08'39.9"
053°09'47.0"
053°13'29.5"
053°15'53.9"
053°15'02.9"
053°17'02.9"
053°11'52.5"
053°03'54.6"
053°03'10.1"

Alt.

454
484
469
407
490
439
448
514
480
515
469
466
411
426
439
544
567
504
435
378
420
347
426
357
381
305
419
467
447

Ocupacao
Café
Terreno baldio
Terreno baldio
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Soja RR
Convencional
Soja RR
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TABELA 2- IDENTIFICAGAO DAS POPULAGOES COM RESPECTIVAS LOCALIDADES, COORDENADAS GEOGRAFICAS
[suL (S) E OESTE (W)], ALTITUDE (ALT.) E OCUPACAO DA AREA (OCUPAGAO) NO MOMENTO DA

COLETA,2014/2015.

(TERMINA)
30 Mariluz/PR 24902'55.0" 053°08'13.6" 433 SojaRR
31 Mariluz/PR 24906'47.6" 053°12'49.2" 342 SojaRR
32 Goioeré/PR 24908'52.6" 053°03'40.0" 420 SojaRR
33 Goioeré/PR 24911'24.7" 053°06'09.8" 442 Soja RR

34 Campo Mourao/PR 23057'22.9"  052920'57.9" 532 Soja RR
35 Campo Mourdo/PR  2395313.7” 052019'25.2" 492 Soja RR

36 Peabiru/PR 23049'03.3” 052°16'31.3" 446 SojaRR

37 Ivailandia/PR 23039'24.9” 052°07'07.2" 340 SojaRR

38 Goioeré/PR 24°17°06,7” 053°05'22,6" 415 SojaRR

39 Goioeré/PR 24916’16,46" 053°06'81,08" 452 Soja RR

40 M.C. Rondon 24%41°29,6” 054°09'19,4” 267 Soja RR

41 M.C. Rondon 24939'47,3”  054°07'48,8” 274 SojaRR

42 M.C. Rondon 24939'43,4” 054°07°'48,9” 272 SojaRR

43 Palotina/PR 24%20°02,0” 053°53'15,5” 328 SojaRR

44 Palotina/PR 24919'57,7” 053°53'10,8” 340 SojaRR

45 Palotina/PR 24920'02,0” 053°73'50,3” 359 SojaRR

46 Palotina/PR 24°17°10,5” 053°47°'58,3” 340 SojaRR

47 Maripa/PR 24929'15,8” 053°43'46,8” 398 Soja RR

48 Maripa/PR 24927°457” 053945'54” 431 SojaRR

49 Palotina/PR 24°13'06,6” 053°50'03,7” 315 SojaRR

50 Palotina/PR 24914°04” 053950'41” 315 Soja RR

51 Maripad/PR 24028°06,6” 053°48'36,7" 439 SojaRR

52 Maripad/PR 240927°18,2” 053°49'34,9” 437 SojaRR

53 Maripa/PR 24927°07,77 053°49'43,9” 427 SojaRR

54 Maripa/PR 24924'16,2” 053°51’16,3” 400 Soja RR

55 Palotina/PR 24018'24.8” 053°50'18,18" 342 Terreno baldio
56 Palotina/PR 24918'22.9” 053950'10,52" 349 Terreno baldio
57 Botucatu/SP 22050'02.9” 048925'31.6" 798 Pasto

58 Botucatu/SP 22049'54.2” 048925'29.5" 815 Pasto

59 Botucatu/SP 22052'10.8” 048%45'74. 09" 725 Terreno baldio
60  Avaré/SP 23050'81'84” 048°82'43,53" 625 Terreno baldio
61 Itai/SP 23027'34.4” 049°05'04.5" 639 Pasto vazio
62 ltai/SP 23931°'55.6” 049°04'46.1" 644 Cana-de-acUcar

1Soja RR= Soja Roundup Ready.

Apés a coleta, as sementes foram limpas das impurezas e tratadas com

pastiihas de fosfina para controlar insetos e patégenos durante o tempo de
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armazenamento e conducdo dos ensaios. As sementes foram entédo depositadas em
camara fria, sob temperatura de 10°C e 37% UR, no departamento de Producéo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus
de Botucatu.

FIGURA 2 - PONTOS DE COLETA DAS POPULAGOES: REGIOES OESTE, MEIO-OESTE E NORTE DO ESTADO DO

PARANA; CENTRO-OESTE E SUDOESTE DO ESTADO DE SAO PAULO.
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2.4.2 Ensaios screening

Trés ensaios screening foram conduzidos para determinar a frequéncia e a
amplitude da resposta das populacbes de capim-amargoso aos herbicidas
glyphosate e clethodim. Os dois primeiros ensaios foram conduzidos objetivando
avaliar a resposta ao glyphosate, sendo o primeiro realizado com a aplicagdo das
doses de 540 e 1080 g. e. a. hal, correspondentes a 1/2 e 1 vez a dose comercial
do glyphosate (Roundup WG®) para o controle da D. insularis. No segundo ensaio
screening ao glyphosate utilizou-se as doses de 1080 e 2160 g. e. a. ha¥,
correspondentes a 1 e 2 vezes a dose comercial do herbicida. O terceiro ensaio foi
realizado com o objetivo de estudar a resposta ao clethodim aplicado na dose
comercial de 108 g. i. a. hal, adicionando-se 0,5% v/v do surfactante alquil ester
etoxilado do &cido fosforico a calda, conforme recomendacdo do fabricante. Estes

herbicidas foram escolhidos devido a sua utilizagdo recorrente nos campos de soja
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RR e devido ao seu potencial para controlar espécies do género Digitaria.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéo, no Departamento de
Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronomicas, UNESP, Campus de
Botucatu, SP (22°50'41.20"S; 48°26'6.65" O).

Os ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticbes. As unidades experimentais foram representadas por vasos de
polietileno de 0,5 L de capacidade, preenchidos com substrato comercial (Carolina
Soil®). Os ensaios foram implantados nos dias 03/04/2015, 27/09/2015 e 29/09/2015.
ApoOs a semeadura fez-se o desbaste, deixando-se trés plantas distribuidas em cada
vaso.

A aplicagéo de herbicidas nos ensaios foi feita em laboratorio quando as plantas
atingiram o estadio de 2 a 4 folhas completamente expandidas, utilizando-se um
sistema de pulverizacdo movel com controle de velocidade e pressdo. O sistema foi
equipado com barra de 3 m de comprimento, contendo pontas de jato plano do tipo
AXI 11003 (Jacto®), espacadas de 0,5 m. O equipamento foi regulado para operar a
pressdo de 200 kPa, em velocidade de deslocamento de 5 km.h1, provendo volume

de calda correspondente a 200 L.ha™*.

2.4.4 Ensaios dose-resposta

Nenhuma das populacdes de D. insularis avaliadas foi considerada resistente ao
clethodim. Assim, os estudos de dose-resposta foram realizados apenas com o
herbicida glyphosate. A selecdo das populagcdes nos ensaios dose-resposta foi feita
por meio dos dados obtidos nos ensaios screening, tomando como referéncia os
resultados do percentual de controle, aos 21 dias apds a aplicacdo (DAA) e reducédo
de massa seca. Assim, as trés populacdes que apresentaram menor eficiéncia de
controle ao glyphosate e as duas que apresentaram maior sensibilidade ao herbicida
foram selecionadas.

Dois ensaios dose-resposta ao glyphosate foram realizados em diferentes fases
do desenvolvimento do capim-amargoso. As pulverizacdes foram realizadas quando
as plantas atingiram 2 e 4 folhas e 2 e 4 perfilhos (20 e 40 cm). Nesses ensaios a
semeadura foi realizada nos dias 22/10/2015 e 10/11/2015.

Os ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com

sete repeticdes. O local e as condi¢cdes de aplicacdo foram as mesmas utilizadas
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para 0s ensaios screening.

Para a confeccéo das curvas de dose-resposta no primeiro estadio foram usadas
as seqguintes doses: 135, 270, 540, 1.080, 2.160, 4.320, 8.640 e 17.280 g. e. a. ha,
correspondentes a 1/8, 1/4, 1/2, 1, 2, 4, 8 e 16 vezes a dose comercial de glyphosate
(Roundup WG®), sendo 1 a dose recomendada para o controle de D. insularis (1080
g. e. a. hal). Esses tratamentos foram comparados ao tratamento testemunha (sem
aplicacao).

No segundo ensaio, estadio de 2 a 4 perfilhos, a menor dose foi 270 g e. a. ha?
e acrescida as doses do ensaio anterior a dose de 34.560 g. e. a. hal
(correspondente a 32 vezes a dose comercial), visando a obtencdo do controle total

das populacgdes resistentes.

2.4.5 AvaliacOes dos ensaios

As avaliagbes de ambos os ensaios foram feitas com base nos sintomas visuais
de controle (ALAM, 1974), atribuindo-se notas que variaram entre 0% (auséncia de
sintomas) e 100% (morte das plantas), aos 21 DAA. As plantas foram entéo cortadas
rente a superficie do solo e armazenadas em sacos de papel devidamente
identificados. Posteriormente, as plantas foram levadas para secagem em estufa de
circulacdo de ar forcada, sob temperatura de 70°C, até que atingissem massa
constante. Em seguida, as plantas foram pesadas em balanca analitica de precisao
e os dados foram utilizados para célculo da porcentagem de massa seca, em
relagdo a testemunha (sem aplicacao).

2.4.6 Analise dos dados
Ensaios screening

As populacdes coletadas em areas sem histérico de aplicacao foram agrupadas
e analisadas separadamente das popula¢cdes provenientes de campos com histérico
de aplicacdo. Este procedimento foi necessario para a determinacdo das respostas
caracteristicas aos grupos considerados resistentes e suscetiveis.

Os dados obtidos para as populagbes com suspeita de resisténcia foram
submetidos a analise de variancia e aplicacdo do teste F. Quando verificada
significancia, os dados foram ajustados ao modelo de regressao sigmoidal, proposto

por Gompertz (1825) para a determinacdo das frequéncias acumuladas, conforme a
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equacéao 1:

_al-b-cx)
y = elt=e7" ¥y,

Nessa equacdo, a expressao e2 corresponde a assintota do modelo. Dessa
forma, atribuiu-se o valor 4,605170 ao parametro “a”’, de modo que e2 = 100; X"
representa os valores estimados para as variaveis respostas, “b” o deslocamento da
curva ao longo do eixo x e “c” a inclinagdo da curva em relacédo a frequéncia
acumulada (VELINI, 1995). Os parametros “b” e “c” foram estimados pelo modelo.

A média aritmética das variaveis respostas foi calculada com base nos dados
originais e as medidas de posi¢cdo, moda e mediana obtidas conforme as equacdes

2 e 3, respectivamente, propostas por Velini (1995):

b
y= -0

y= — In(a -3,912)+b 3)

C

A visualizacdo grafica das medidas de dispersédo e da amplitude dos dados foi
obtida pela frequéncia ndo acumulada dada pela primeira derivada do modelo de

Gompertz, de acordo com a equacao 4:
}rr = C* E(a_b_C*X_E{_b_CHXj} (4)

Ensaios dose resposta

Os dados obtidos nos ensaios dose-resposta foram submetidos a analise de
variancia e aplicacdo do teste F. Quando significativos, os dados foram ajustados
aos modelos de regressdo nao linear do tipo log-logisticos, propostos por Streibig
(1988) e Seefeldt et al. (1995) para a analise do controle visual e da reducdo de

massa seca, conforme as equacdes 5 e 6, respectivamente:
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y = Pmin.+ — (6)

+6)]

6y 7 A4 Wy N

Em que “y” € a porcentagem de controle ou de massa seca remanescente, “X” a

dose do herbicida em g e. a. hal, “Pmin”, “a”, “b” e“c” sdo os parametros dos

modelos, de modo que “Pmin” é o valor minimo obtido para massa seca residual,“a”
€ a diferenga entre o ponto maximo e minimo,“b”é a dose que fornece 50% da
assintota e “c”é a declividade da curva em torno de “b”.

Considerando-se que o valor de 100% de controle nem sempre é obtido em
ensaios dose-resposta, o valor do parametro “b”, estimado pelo modelo, foi
desconsiderado e a dose necessaria ao controle de 50% (Cso ou GRso) da populacdo
foi calculada com base nas equagbes inversas aos modelos, de acordo com

Carvalho et al. (2005). Assim, substitui-se o “y” da equagéo inversa por 50, para

“y N

obtencdo do Cso ou GRso. Da mesma forma, substituindo-se “y” por 80, obtém-se a
dose necessaria para atingir o controle satisfatorio das populagdes (=280% — Cso ou
GRso).

A relacdo entre os valores de Cso ou GRso, obtidos por meio das equacdes
inversas aos modelos log-logisticos das popula¢des com suspeita de resisténcia e
suscetiveis forneceu o fator de resisténcia (FR), que expressa 0 numero de vezes
em que a dose necessaria para proporcionar 50% de controle da populacdo
resistente € maior que a dose que controla 50% da populacdo suscetivel (HALL et

al., 1998; CHRISTOFFOLETI, 2002).

As analises dos modelos de regressdes ndo lineares, sigmoidal e log-logisticos
foram realizadas com o auxilio do software estatistico SAS (STATISTICAL
ANALYSIS SYSTEM, SAS Institute, version 9.3., Carry, North Carolina, USA) e os
graficos elaborados por meio do programa computacional Sigmaplot (SYSTAT
SOFTWARE, verséo 12.5, San Jose, 2013).
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Ensaio screening 1 — glyphosate

Os resultados das variaveis respostas obtidos do conjunto de populacbes que
foram coletadas em &reas sem historico de aplicagdo dos herbicidas glyphosate e
clethodim revelam que a aplicacdo da meia dose e dose comercial do herbicida
glyphosate (540 e 1080 g. e. a. hal) foram suficientes para garantir o controle
satisfatério das populacbes 59 e 60, destacando-as como as populacbes mais

sensiveis ao herbicida, com niveis de controle superior a 82,5% (Tabela 2).

TABELA 3 -SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%) E MATERIA SECA RESIDUAL (%), EM RELAGAO A
TESTEMUNHA, DE POPULAGOES DE D. INSULARIS PROVENIENTES DE AREAS SEM HISTORICO DE
APLICAGAO DE HERBICIDAS NO PRIMEIRO ENSAIO SCREENING AO GLYPHOSATE. DADOS
COLETADOS AOS 21 DAA.

Dose 540 g. ha'!  Dose 1080 g. hat

Pop. Municipio Ocupacao ~= i (%) MS (%) Cont. (%) MS (%)
2 Goioeré/PR Terreno? 73,50 39,36 91,67 19,91
3 Goioeré/PR Terreno 73,75 14,18 93,50 12,02
55 Palotina/PR Terreno 56,25 39,17 33,33 46,20
56 Palotina/PR Terreno 23,00 57,78 29,33 63,90
57 Botucatu/SP Pasto 46,67 28,41 53,33 70,72
58 Botucatu/SP Pasto 76,00 22,60 72,25 17,43
59 Botucatu/SP Pasto 85,25 22,38 87,50 30,57
60 Avaré/SP Terreno 82,50 18,66 99,50 13,56
62 Itai/SP Cana? 53,75 33,15 98,75 16,90
Média 63,41 30,63 73,24 32,36
Mediana 73,5 28,41 87,5 19,91
CV%3 31,87 43,86 38,05 69,50

1Terreno baldio; 2Cana-de-agucar; 3Coeficiente de variagdo em porcentagem.

Com a aplicacdo da dose comercial do herbicida (1080 g e. a. ha'), 67% das
populacdes pertencentes a esse grupo apresentaram controle satisfatério (> 80%),
sendo estas consideradas como suscetiveis. Para as demais populacdes, cujos
sintomas visuais de controle foram inferiores a 80%, é provavel que a ocorréncia de
resisténcia ao glyphosate devido a dispersdo de sementes provenientes de areas
vizinhas, tenha contribuido para a manifestacdo dos menores niveis de controle.

Conforme descrito por Kissmann e Groth (1997), a presenca de pelos e
apéndices em sementes de capim-amargoso facilita a dispersdo das sementes a
curtas distancias pela acdo dos ventos, podendo tais caracteristicas ter contribuido

para a dispersao de sementes resistentes em areas sem historico de aplicacao.
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Em relacdo as populacdes supostamente resistentes aos herbicidas (Figura 3),
as curvas de frequéncia acumulada revelam que nenhuma das populacbes
pertencentes a esse grupo apresentou controle satisfatorio pelo glyphosate, mesmo
quando o herbicida foi utilizado na dose comercial de 1080 g. ha. Esses resultados
diferem expressivamente daqueles encontrados para o conjunto de plantas sem
historico de aplicacdo, o que torna evidente a diferenca das respostas entre os dois
grupos, com e sem suspeita de resisténcia.

Os valores altos do coeficiente de determinacdo (r?), acima de 0,99, para as
duas variaveis analisadas, satisfazem as condicdes de ajustes dos dados ao modelo
de Gompertz (Tabela 3). A média calculada para os sintomas visuais de controle foi
de 6% e 18% e a matéria seca residual de 67 e 77%, quando submetidas as doses
de 540 e 1080 g e. a. ha* de glyphosate, respectivamente (Tabela 3).

FIGURA 3-CURVAS DA FREQUENCIA ACUMULADA E NAO ACUMULADA DOS SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%)
E MATERIA SECA RESIDUAL (%), EM RELACAO A TESTEMUNHA, DE POPULAGOES DE D. INSULARIS
COLETADAS EM AREAS COM SUSPEITA DE RESISTENCIA AO GLYPHOSATE, NO PRIMEIRO ENSAIO
SCREENING AO HERBICIDA.
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As diferencas encontradas entre as medidas de posicdo e disperséo

demonstram haver variabilidade entre as respostas de controle nas populagdes.
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Para a variavel controle, o intervalo de variacdo das respostas foi de 2 a 12% e
12 a 34%, enquanto o intervalo de variacdo para a massa seca residual foi de 40 a
120% e 20 a 160%, quando submetidas as doses de 540 e 1080 g. ha¥,
respectivamente (Figura 3).

Esses resultados corroboram com os obtidos por Lopez-Ovejero et al. (2017),
gue estudaram a frequéncia e dispersao da resisténcia de D. insularis ao glyphosate
em populagbes provenientes de diferentes regides agricolas do Brasil. Nesse
estudo, os autores observaram aumento progressivo dos casos de resisténcia entre
0s anos de 2012 e 2015. O maior numero de casos de resisténcia foi constatado no
oeste do Parana e sul do Mato Grosso do Sul, em regifes proximas ao primeiro caso
de resisténcia de D. insularis registrado no Brasil em 2008.

Os dados de porcentagem de massa seca residual superior a testemunha
(>100%), sem aplicacdo, obtidos para algumas populacdes, em ambas as doses
estudadas sugerem haver estimulo ao crescimento das plantas resistentes pelo
efeito da aplicacdo do glyphosate. Esse fato pode estar relacionado ao maior
perfilhamento observado em plantas que receberam aplicacdo do herbicida.

TABELA 4- ESTIMATIVAS DOS PARAMETROS DA EQUACAO, MEDIDAS DE POSICAO E DISPERSAO DOS MODELOS
DE GOMPERTZ AJUSTADOS AOS DADOS DE SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%) E MATERIA SECA
RESIDUAL (%), EM RELACAO A TESTEMUNHA, DE POPULACOES DE D. INSULARISCOM SUSPEITA DE

RESISTENCIA AO GLYPHOSATE, NO PRIMEIRO ENSAIO SCREENING COM 50% E 100% DA DOSE DO
HERBICIDA, RESPECTIVAMENTE.

Dose de 540 g e. a. ha'

Variavel b c Média Mediana Moda r2

Controle (%) -1,9863 0,4161 6,03 5,65 4,77  0,9967

Massa seca (%) -3,8608 0,0572 67 73,9 67,5 0,994
Dose de 1080 g e. a. hat

Variavel b C Média Mediana Moda r2

Controle (%) -6,1869 0,3776 18 17,36 16,38 0,995

Massa seca (%) -3,7717 0,0572 77,08 72,35 65,94 0,998

Assim como discutido por Belz (2014), hormesis € um fenbmeno que envolve
estimulos proporcionados pelas doses baixas de herbicidas no aumento do
crescimento de plantas daninhas, onde a taxa recomendada no campo pode
representar uma dose baixa para as plantas daninhas com resisténcia evoluida a
herbicidas e, assim, representar uma dose potencial hormética. Na pratica, isso
poderia representar em uma condi¢cdo de campo o favorecimento a competicdo de

plantas resistentes quando comparadas as suscetiveis, 0 que pode tornar a
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aplicacao do glyphosate, além de ineficaz ao controle da D. insularis, estimulante ao
desenvolvimento e perpetuacéo de populacdes resistentes no campo.

E oportuno ainda ressaltar que em condi¢cbes de campo, mesmo os agricultores
tendo conhecimento sobre a ineficidcia do herbicida glyphosate sobre a D. insularis,
aplicacoes continuam sendo realizadas sobre a espécie, muitas vezes com o
objetivo de controlar outras espécies daninhas presentes na area. Porém, a adocéo
dessa prética pode estar favorecendo indiretamente o desenvolvimento dos biétipos
resistentes frente aos suscetiveis e, desse modo, contribuindo para acelerar o
progresso da resisténcia no campo.

Apesar de ter sido evidenciado esse resultado, estudos direcionados ao efeito
hormesis em plantas daninhas resistentes, como a D. insularis, s&o necessarios

para a melhor elucidagéo sobre o assunto.

2.5.2 Ensaio screening 2 — glyphosate

As populacdes 55, 56 e 57, provenientes de areas sem historico de aplicacdo de
glyphosate e clethodim, foram as Unicas que ndo apresentaram controle satisfatorio
quando submetidas a aplicacdo da dose comercial do produto, assemelhando-se
aos resultados encontrados no primeiro ensaio (Tabela 4).

TABELA 5 -SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%) E MATERIA SECA RESIDUAL (%), EM RELAGCAO A
TESTEMUNHA, DE POPULACOES DE D. INSULARIS PROVENIENTES DE AREAS SEM HISTORICO DE
APLICACAO DE HERBICIDAS, NO SEGUNDO ENSAIO DE SCREENING AO GLYPHOSATE cOM 100% E
200% DA DOSE RECOMENDADA, AOS 21 DAA.

Dose 1080 g. ha! Dose 2160 g. hat
Cont. (%) MS (%) Cont.(%) MS(%)

Populacdo Municipio  Ocupacao

2 Goioeré/PR Terreno?! 82,50 63,12 100,00 17,59
3 Goioeré/PR Terreno 100,00 16,21 100,00 12,12
55 Palotina/PR Terreno 20,00 49,80 100,00 17,66
56 Palotina/PR Terreno 58,75 140,36 60,00 32,07
57 Botucatu/SP Pasto 57,00 36,99 95,00 17,89
58 Botucatu/SP Pasto 100,00 23,76 100,00 12,35
59 Botucatu/SP Pasto 95,50 20,02 98,50 18,34
60 Avaré/SP Terreno 100,00 27,79 100,00 17,60
62 Itai/SP Cana? 100,00 25,31 100,00 11,35

Média 79,31 44,82 94,83 17,44
Mediana 57,00 36,99 95,00 17,89

CV%? 35,73 86,76 13,88 35,49

1Terreno baldio; 2Cana-de-agucar; 3Coeficiente de variagdo em porcentagem.
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A populacdo 56, proveniente do municipio de Palotina, PR apresentou controle
inferior a 50% quando foi utilizada a dose de 2160 g. ha' de glyphosate,
caracterizando, portanto, baixa sensibilidade ao herbicida. A migracado das sementes
pode ser um dos fatores atribuidos ao resultado observado, haja vista que o
municipio de Palotina é localizado no extremo oeste do estado, regido proxima a
ocorréncia do primeiro caso de resisténcia ao glyphosate no pais (HEAP, 2008).

As curvas de frequéncia acumulada do conjunto de popula¢des coletadas em
areas com suspeita de resisténcia a herbicidas (Figura 4) revelaram que apenas
duas populacdes apresentaram eficiéncia de controle acima de 80% quando
submetidas a dose de 1080 g. ha* de glyphosate.

De maneira semelhante, Lopez-Ovejero et al. (2017) constataram em 2014 que
80% das populagbes estudadas manifestaram algum nivel de resisténcia, indicando
a falta de programas adequados de manejo e de resisténcia nestas areas.

Com base nas curvas de frequéncia ndo acumulada dos sintomas visuais de
controle € possivel notar a menor concavidade da curva obtida na dose de 1080 g.
ha! em relagdo a apresentada na dose de 2160 g. ha! (Figura 4).

FIGURA 4 - CURVAS DA FREQUENCIA ACUMULADA E NAO ACUMULADA DOS SINTOMAS VISUAIS (%) E DA
MATERIA SECA (%), EM RELACAO A TESTEMUNHA, OBTIDOS EM POPULAGCOES DE D. INSULARIS
COLETAS EM AREAS COM SUSPEITA DE RESISTENCIA, NO SEGUNDO ENSAIO SCREENING AO
GLYPHOSATE, NAS DOSES DE 1080 E §160 G. E. A. HAL,
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Em geral, a aplicacdo do dobro da dose comercial proporcionou aumento
expressivo da sensibilidade das populacées ao herbicida e maior variabilidade das
respostas ao controle. Mesmo assim, a maior parte das populagdes nao apresentou
controle satisfatorio, evidenciando a limitagdo do controle pelo glyphosate nas
regides onde as coletas foram realizadas.

Semelhante ao primeiro ensaio, neste estudo os dados revelaram aumento da
porcentagem da matéria seca obtida de algumas das populac¢des avaliadas, mesmo
quando submetidas a aplicacdo do dobro da dose de registro do glyphosate,
reforcando a hipotese de que o efeito hormesis pode estar presente em algumas das
populacdes estudadas.

Mais uma vez, os valores do coeficiente de determinacéo (r?) foram superiores a
0,99, demonstrando haver excelente ajuste dos dados ao modelo de Gompertz
(Tabela 5). Os parametros referentes as curvas de frequéncia, mostradas na tabela
5, demonstram a evolucdo e a presenca de indices alarmantes de D. insularis
resistentes ao glyphosate, mesmo quando as populacdes foram submetidas ao
dobro da dose recomendada do herbicida, tornando evidente as dificuldades ao

reestabelecimento da susceptibilidade ao herbicida no campo.

TABELA 6 - ESTIMATIVAS DOS PARAMETROS DA EQUAGCAO, MEDIDAS DE POSICAO E DISPERSAO DOS MODELOS
DE GOMPERTZ AJUSTADOS AOS DADOS DE SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%) E MATERIA SECA
RESIDUAL (%), EM RELAGAO A TESTEMUNHA, DE POPULAGOES DE D. INSULARIS COM SUSPEITA DE
RESISTENCIA AO GLYPHOSATE NO SEGUNDO ENSAIO SCREENING coM 100% E 200% DA DOSE
RECOMENDADA DO HERBICIDA.

Dose de 1080 g e. a. hat

Variavel b c Média Media Moda r

Controle (%) - 0,0899 34,22 29,25 25,17 0,9

Massa seca (%) - 0,0332 74,51 67,68 56,64 0,9
Dose de 2160 g e. a. ha't

Variavel b c Média Media Moda r

Controle (%) - 0,0554 58,60 55,73 49,12 0,9

Massa seca (%) 0,0408 56,31 49,49 40,51 0,9

2.5.3 Ensaio screening ao clethodim

Os resultados das populagdes coletadas em areas sem historico de aplicacao de
herbicidas, no ensaio screening ao clethodim, encontram-se presentes na tabela 6.
Por meio dos resultados é possivel notar menor variabilidade das respostas
conferida pela proximidade entre as medidas de posi¢do e dispersdo. A média dos

sintomas visuais de controle foi de 95,02% e matéria seca residual de 35,35%,
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indicando a susceptibilidade desse grupo de populacdes ao herbicida.

Nenhuma das populacdes coletadas em areas com suspeita de resisténcia aos
herbicidas apresentou sintomas de controle menor que 80% (Figura 5). JA em
relacdo aos dados de massa seca remanescente, os intervalos dos dados variaram
de 11 a 62%. Isso indica que, mesmo em populacdes consideradas suscetiveis ao
clethodim, a variabilidade dos dados em funcdo das diferencas de tolerancia entre

as populacdes ao herbicida é bastante expressiva.

TABELA 7 - SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%) E MATERIA SECA RESIDUAL (%), EM RELAGAO A
TESTEMUNHA, DE POPULAGOES DE D. INSULARIS PROVENIENTES DE AREAS SEM HISTORICO DE
APLICAGAO DE HERBICIDAS, NO ENSAIO SCREENING AO CLETHODIM. DADOS COLETADOS AOS 21

DAA.
Populacéo Municipio Ocupacao Controle (%) MS (%)

2 Goioeré/PR Terreno? 93,00 53,36

3 Goioeré/PR Terreno 90,75 42,00

55 Palotina/PR Terreno 98,20 35,52
56 Palotina/PR Terreno 93,00 34,16

57 Botucatu/SP Pasto 95,00 32,53
58 Botucatu/SP Pasto 97,00 31,56

59 Botucatu/SP Pasto 93,00 31,33

60 Avaré/SP Terreno 94,00 30,73

61 Itai/SP Pasto vazio 96,40 29,48

62 Itai/SP Cana? 97,67 27,17
Média 94,80 35,35
Mediana 94,5 32,53
CV%?3 2,58 21,22

1Terreno=Terreno baldio; 2Cana-de-agucar; 3CV% = Coeficiente de variagdo em porcentagem.

FIGURA 5 - CURVAS DA FREQUENCIA ACUMULADA E NAO ACUMULADA DOS SINTOMAS VISUAIS (A ESQUERDA) E
DA PORCENTAGEM DE REDUGAO DA MATERIA SECA (A DIREITA), EM RELAGAO A TESTEMUNHA, DAS
POPULAGOES DE D. INSULARIS AOS 30 DIAS APOS A APLICACAO (DAA) DO HERBICIDA CLETHODIM.
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foi de aproximadamente 98% e a matéria seca residual das populactes foi de 34%,
resultando em controle eficaz de todas as populacdes estudadas (Tabela 7). Os
valores obtidos para o conjunto de populacdes com suspeita de resisténcia foram
muito préximos aos valores encontrados para o conjunto de populagbes que néo
receberam aplicacdo no campo, o0 que evidencia que nenhuma populacdo dentre as

avaliadas apresenta resisténcia ao clethodim.

TABELA 8 - ESTIMATIVA DOS PARAMETROS B E C DO MODELO SIGMOIDAL AJUSTADOS AO CLETHODIM E
RESPECTIVAS MEDIA, MEDIANA E MODA DAS POPULAGOES DE D. INSULARIS COM SUSPEITA DE
RESISTENCIA PARA AS VARIAVEIS CONTROLE (%) E MASSA SECA (%), EM RELAGAO A
TESTEMUNHA, OBTIDAS A0S 30 DAA DO HERBICIDA, BOTUCATU SP-2017.

Variavel B C Média Mediana Moda r2

Controle (%) -72,3535 0,7436 97,59 97,79 97,30 0,9861
Massa seca (%) -4,0572 0,1293 34,30 34,21 31,38  0,9908

2.5.4 Ensaio dose-resposta ao glyphosate — Estadio de 2 a 4 folhas

As curvas dose-resposta ao glyphosate no estadio de 2 a 4 folhas de D. insularis
(Figura 6) indicam haver diferencas de comportamento entre as populacdes
consideradas suscetiveis (3 e 60), coletadas em areas sem historico de aplicacéo, e
as populacdes consideradas resistentes (19, 49 e 53), provenientes de areas com
histérico de aplicacdo, quando submetidas a aplicacdo de diferentes doses do
herbicida, confirmando assim a resisténcia das trés ultimas populacdes. Fato
semelhante foi observado por outras pesquisas que também revelaram haver
diferencas significativas entre populacdes de D. insularis (NICOLAI, 2010; MELO,
2011; CARVALHO et al., 2011).

Os valores de coeficiente de determinagdo (r?), muito préximos a 1, revelam
haver ajustes satisfatérios aos modelos de regressdo log-logisticos, o que torna
precisa a estimativa dos parametros das curvas para as variaveis analisadas (Tabela
8).
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FIGURA 6 - CURVAS DOSE-RESPOSTA PARA AS VARIAVEIS CONTROLE (%) E MATERIA SECA (%) DE
POPULACOES DE D. INSULARIS RESISTENTES E SUSCETIVEIS AO GLYPHOSATE, NO ESTADIO DE 2 A
4 FOLHAS VERDADEIRAS, OBTIDAS AOS 21 DAA DO HERBICIDA.
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Os parametros apresentados na Tabela 8 revelam o fator de resisténcia (FR),
dado pela relacdo entre as doses necessarias ao controle (C) e reducdo de massa
seca (GR) de 50% das populacbes consideradas resistentes em relacdo as
suscetiveis. Os valores de FR para este estadio de desenvolvimento da planta
variaram entre 7,29 a 8,84 quando considerada a variavel C, e de 8,18 a 15,06
guando considerada a variavel GR. Considerando-se os dois niveis de inibicdo (50 e
80% de controle), o maior valor para a variavel GR foi encontrado na populacéo 53,
proveniente do municipio de Maripa, na regidao oeste do estado do Parana.

As pesquisas anteriores que relataram a resisténcia do capim-amargoso ao
glyphosate encontraram valores de FR variando entre 3 a 8 (NICOLAI; LOPEZ-
OVEJERO; CHRISTOFOLETTI, 2010; CARVALHO; MELO, 2011). No entanto, a
comparacao entre os fatores de resisténcia obtidos em diferentes trabalhos pode ser
considerada imprecisa, uma vez que o FR pode variar em funcdo da maior ou menor
sensibilidade da populacdo suscetivel utilizada em cada estudo. Assim,
preferencialmente, os niveis de resisténcia encontrados nos diferentes trabalhos
poderiam ser comparados com base nas doses necessarias para o0 controle da
espécie, considerando-se o nivel de inibicdo, as condicdes de aplicacdo e estadio de
desenvolvimento.

No presente estudo, as doses necessarias ao controle de 50% para os
parametros C50 e GR50 foram de 1282,80 e 1104,65 g. ha', respectivamente
(Tabela 8). Essas doses foram muito maiores daquelas encontradas por Melo
(2011), que atingiu 0 mesmo nivel de inibicho da populagdo de D. insularis

resistente, no referido estadio de desenvolvimento, com doses equivalentes a
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626,13 g. ha'! e de 289,47 g. hal, respectivamente. Esses resultados sugerem
haver maior nivel de resisténcia das populacdes de D. insularis avaliadas neste
estudo em comparacdo aquele trabalho. Conforme relatado por Sammons e Gaines
(2014), o acumulo de diferentes eventos de mutacdo em uma mesma espécie pode
conferir uma resisténcia cada vez maior, de modo que as doses necessarias para o
controle dessas populacdes resistentes também se tornam cada vez maiores.
Considerando-se o nivel de inibicdo de 80%, as doses necessarias a variavel C
(Tabela 8) revelam que seriam necessarios até aproximadamente 3,3 vezes a dose
comercial do glyphosate para a obtencdo do controle satisfatorio (>80%) da
populacdo 19, coletada no municipio de Quarto Centenario, PR. Ja em relacdo a
variavel GR, o nivel de inibicdo de 80% seria alcancado caso fosse realizada a
aplicacdo da dose de 379 a 513 g. ha! para as populacdes suscetiveis e 4147 a
11078 g. ha! para as populacdes resistentes, o que torna evidente as diferencas de
controle existentes entre as populacbes suscetiveis e resistentes, bem como a
inefichcia de controle pelo uso do herbicida glyphosate nas trés populacbes

resistentes avaliadas.

TABELA 9 - ESTIMATIVA DOS PARAMETROS “A”, “B” E “C”, DO MODELO LOG-LOGISTICO AJUSTADO EM
RESPOSTA A APLICAGAO DE GLYPHOSATE. DOSES (G E. A. HA'l) NECESSARIAS AO CONTROLE DE
50% (Cso OU GRso) E 80% (Cso OU GRso) DE POPULAGOES D. INSULARIS, COEFICIENTE DE
DETERMINAGAO (R?) E FATOR DE RESISTENCIA (FR) NO ESTADIO DE 2 A 4 FOLHAS. OS DADOS
FORAM OBTIDOS AOS 21 DAA DO HERBICIDA.

Controle (%)

Populacéo a b c Cso Cso r? FR
3 100,00 153,30 -2,60 153,30 261,49 10,9999 1,06
19 100,00 1282,80 -1,37 1282,80 3522,75 0,9981 8,84
49 100,00 1233,50 -1,68 1233,50 2818,52 0,9985 8,50
53 100,00 1057,40 -1,49 1057,40 2685,93 0,9919 7,29
60 100,00 145,10 -2,53 145,10 251,16 0,9999 1,00
Massa Seca (%)
Populagcdo Pmin a b c GRso GRso r? FR
3 7,9 92,07 60,43 0,88 60,43 513,94 10,9895 1,00
19 -16,6 116,60 1.050,80 0,51 1.050,80 4836,08 0,9944 8,18
49 8,7 92,18 561,90 0,98 561,90 4147,77 0,9881 9,47
53 20,1 69,98 99520 2,82 995,20 11078,27 0,9782 15,06

60 6,2 93,67 116,30 1,48 116,30 379,72 0,9903 1,73
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2.5.5 Ensaio dose-resposta ao glyphosate — Estadio de 2 a 4 perfilhos (20 a 40
cm)

De maneira semelhante ao observado no primeiro estadio de desenvolvimento
do capim-amargoso (estaddio de 2 a 4 folhas), no estadio de 2 a 4 perfilhos as
populacdes consideradas resistentes (19, 59, 53) diferiram significativamente das
populacdes consideradas suscetiveis (3 e 60) quando submetidas a aplicacdo das
diferentes doses de glyphosate (Figura 7).

As estimativas para variavel controle visual, para o nivel de inibicdo de 50%
(Cs0), revelam que as doses necessarias ao controle das populac¢des de D. insularis
suscetiveis neste estadio de desenvolvimento foram proximas de 418 g. ha®,
enquanto o Cso encontrado para as populagdes resistentes variou de 4125 a 5659 g.
ha. A relacdo entre essas doses resultou em fatores de resisténcia que chegaram
até 13,54 (Tabela 9).

FIGURA 7 - CURVAS DE DOSE-RESPOSTA PARA AS VARIAVEIS CONTROLE (%) E MATERIA SECA (%), EM
RELAGAO A TESTEMUNHA, DE POPULAGOES DE D. INSULARISRESISTENTES E SUSCETIVEIS AO
GLYPHOSATE, NO ESTADIO DE 2 A 4 PERFILHOS, OBTIDAS AOS 21 DAA DO HERBICIDA.
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Adegas et al. (2010), avaliando o resultado da analise conjunta de trés estadios
de desenvolvimento do capim-amargoso resistente, encontraram valor para o
parametro GRso equivalente a 1.660 g. ha'l. Apesar dos autores ndo terem
discriminado o parametro GRso em cada um dos estadios de desenvolvimento da
planta daninha, é possivel que o valor de GRsp muito maior constatado no presente
trabalho possa representar a evolugéao da resisténcia das populacdes de D. insularis,
guando comparado aos resultados obtidos naquele trabalho. Da mesma forma, Melo
(2011), avaliando a resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate no estadio de 2 a
3 perfilhos, em uma populagéo resistente coletada em lavoura de citros, encontrou

valores aos parametros C50 e GR50 de 831,71 e 1051,61, respectivamente.
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TABELA 10 - ESTIMATIVA DOS PARAMETROS “A”, “B” E “C” DO MODELO LOG-LOGISTICO AJUSTADO EM
RESPOSTA A APLICAGAO DE GLYPHOSATE NO ESTADIO DE 2 A 4 PERFILHOS. DOSES (G E. A. HA'1)
NECESSARIAS AO CONTROLE DE 50% (Cso OU GRsp) E 80% (Cso OU GRso) DE POPULAGOES DE
D. INSULARIS, COEFICIENTE DE DETERMINAGAO DOS MODELOS (R?) E FATOR DE RESISTENCIA
(FR). Os DADOS FORAM OBTIDOS AOS 21 DAA DO HERBICIDA.

Controle (%)

Populacéo a b c Cso Cso r? FR
3 100,00 418,10 -2,26 418,10 772,57 1,00 1,00
19 100,00 4125,90 -1,52 4125,90 10253,13 0,99 9,88
49 100,00 5658,50 -1,75 5658,50 12470,74 1,00 13,54
53 100,00 4690,80 -1,30 4690,80 13611,54 0,99 11,23
60 100,00 417,80 -496 417,80 55247 1,00 1,00

Reducado da massa Seca (%)

Populagcdo Pmin a b c GRso GRso r? FR
3 6,36 93,85 314,30 2,66 331,37 612,49 0,9924 1,00
19 3,15 94,37 215550 1,13 2182,26 8285,63 0,9727 6,59
49 -8,54 104,70 3473,00 0,92 2683,00 10088,15 0,9596 8,10
53 11,24 90,55 1354,70 1,21 1723,15 8650,76 0,9283 5,20
60 6,80 93,22 403,80 6,38 413,18 53556 0,9971 1,25

Os maiores valores obtidos para os parametros de controle encontrados no
presente trabalho, em contraste com aqueles presentes em literatura, sustentam a
hipétese de que as populacbes de capim-amargoso tém aumentado o nivel de
resisténcia ao passar do tempo, muito provavelmente devido a exposi¢cdo continua
ao herbicida no campo.

A dose maxima encontrada entre as populacdes necesséaria ao controle de 80%
foi de até 12 vezes a dose comercial do glyphosate, reforcando a hip6tese de que a
aplicacao de glyphosate € considerada pratica agricola insustentavel no controle de
populacdo de D. insularis resistentes nas regides estudadas, sendo fundamental a

adocao de outras medidas para a obtencéo de controle satisfatério dessa espécie.

2.5.6 Relacéo entre os estadios de desenvolvimento da D. insularis
Considerando-se a relagdo entre doses necessarias para o controle de 50% e
80% das populagfes, para as variaveis respostas C e GR, observa-se que foram
necessarias doses de 3,5 vezes a mais de glyphosate no estadio de 2 a 4 perfilhos
em relagéo a obtencdo do mesmo nivel de inibigdo encontrados nos estadios de 2 a

4 perfilhos para ambas as populagfes resistentes e suscetiveis (Tabela 10). Este
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resultado assemelha-se ao encontrado por Melo (2011), ao identificar que o estadio
de desenvolvimento do capim-amargoso no momento da aplicacédo afeta a eficacia

de controle da espécie.

TABELA1l - RELACAO ENTRE OS VALORES OBTIDOS PARA OS PARAMETROS DE CONTROLE: Cso E Cso E
MATERIA SECA GRso E GRso, DO SEGUNDO (2 A 4 PERFILHOS) E PRIMEIRO (2 A 4 FOLHAS)
ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DAS POPULACOES DE D. INSULARIS. TODOS OS DADOS SAO
REFERENTES AOS 21 DAA DO GLYPHOSATE.

. Controle (%) Massa Seca (%)

Populacgéo

Cso Cso GRso GRso
3 2,73 2,95 4,52 1,19
19 3,22 2,91 3,64 1,71
49 4,59 4,42 3,86 2,43
53 4,44 5,07 1,56 0,78
60 2,88 2,20 3,26 1,41
Média 3,57 3,51 3,37 1,51

J& a razdo entre as doses necessarias a reducao de massa seca 50 e 80% foi
3,35 e 1,51 vezes a mais no estadio de desenvolvimento mais avancado. Esses
indices sugerem que para ambas as populacdes, resistentes ou suscetiveis, doses
maiores sao requeridas ao controle da D. insularis com o aumento do
desenvolvimento da planta daninha. Esse resultado pode estar relacionado com a
maior quantidade de tecido foliar formado e, consequentemente, maior quantidade
da enzima EPSPS presente nos tecidos da planta. Outra possibilidade poderia ser
atribuida ao desenvolvimento da cuticula foliar se tornar mais espessa em estadios
de desenvolvimento mais avancados, representando dessa forma uma barreira mais
expressiva a absorcéo do herbicida.

2.6 CONCLUSAO

Em 100% dos casos, as populacdes de D. insularis coletadas nos estados do
Parana e Sao Paulo, em areas com suspeita de resisténcia aos herbicidas,
apresentaram baixa sensibilidade ao glyphosate; por outro lado, todas as
populacdes de D. insularis manifestaram alta sensibilidade ao clethodim.

O fator de resisténcia (FR) maximo das populacdes de D. insularis encontrado
foi 15 para ambos os estadios de desenvolvimento em estudo.

Em geral, sdo necessarias doses de até 3,5 vezes a mais de glyphosate para o
controle da D. insularis no estadio de 2 a 4 perfilhos quando comparado ao estadio

de 2 a 4 folhas para ambas as populagdes, resistentes ou suscetiveis.
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3 CAPITULO 2

AS FORMULACOES DE GLYPHOSATE E OS ADJUVANTES INTERFEREM NA
TECNOLOGIA DE APLICACAO, NA ABSORCAO DO HERBICIDA E NO
CONTROLE DE Digitaria insularis (L.)?

3.1 RESUMO

As formulacBes de herbicidas e os adjuvantes séo fatores que podem interagir,
otimizando o controle de plantas daninhas. Objetivou-se com este trabalho avaliar a
influéncia de formulagfes de glyphosate e adjuvantes sobre variaveis relacionadas a
tecnologia de aplicacao, a fitointoxicacédo, a interacdo entre o depdsito da calda e o
alvo e ao controle de Digitaria insularis. Sete ensaios, envolvendo quinze variaveis,
foram conduzidos em laboratério e casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado. Os tratamentos foram organizados em arranjo fatorial
2x5+1: duas formulacbes de glyphosate (SL e WG), cinco combinacfes (sem
adjuvante, adjuvantes éster metilico de oOleo de soja, 6leo mineral, alquil éster
etoxilado, polioxietileno alquilfenol éter), mais uma testemunha (agua). A
caracterizacao da tecnologia de aplicacao foi feita por meio da avaliacdo do tamanho
das gotas, deposicdo da pulverizacdo e tensdo superficial da calda herbicida. A
fitointoxicacdo foi analisada com base em imagens da microestrutura foliar e
medicdo da espessura dos tecidos internos a folha (espessura total, epiderme
adaxial, mesofilo e epiderme abaxial), aos 4 dias apds a aplicacdo dos tratamentos
(4 DAA). A interacd@o entre o deposito da calda e o alvo foi avaliada pelo angulo de
contato das caldas em superficie natural e artificial (5 e 30 s ap6s a deposi¢cédo da
gota sobre a superficie), absorcdo do glyphosate e determinacdo simultanea do
acido chiquimico acumulado [24 horas apés a aplicagdo do herbicida (HAA)]. Além
disso, foram realizadas avalia¢cdes dos sintomas visuais de controle e reducdo da
matéria seca, aos 21 DAA. A analise multivariada de componentes principais (ACP)
foi utilizada para verificagdo dos efeitos gerais dos tratamentos sobre as variaveis.
Os resultados revelaram que os adjuvantes sdo os fatores que exercem maior
influéncia sobre as variaveis da tecnologia de aplicacdo, interacdo depdsito-alvo,
sendo o 6leo mineral e alquil éster etoxilado considerados mais eficientes, com
maior potencial de controle da D. insularis e menor risco de deriva, quando

associado ao glyphosate.
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Palavras-chave: capim amargoso, tamanho de gotas, tenséo superficial, &ngulo de

contato, microestrutura foliar, &cido chiquimico.
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DOES GLYPHOSATE FORMULATIONS AND ADJUVANTS AFFECT IN
APPLICATION TECHNOLOGY, UPTAKE OF THIS HERBICIDE AND CONTROL
OF Digitaria insularis (L.)?

3.2 ABSTRACT

Herbicide formulations and adjuvants are factors that may interact to optimization of
weed control. The objective of this work was to evaluate the influence of glyphosate
and adjuvant formulations on variables related to the application technology, to
phytointoxication, to interaction between the deposit of the spray solution and the
target, and control of Digitaria insularis. Seven trials, involving fifteen variables, were
conducted in a laboratory and greenhouse, in a randomized completely design. The
treatments were arranged factorial scheme 2x5 + 1: two glyphosate formulations (SL
and WG), five combinations (without adjuvant, adjuvants soybean oil methyl ester,
mineral oil, ethoxylated alkyl ester, polyoxyethylene alkylphenol ether) plus one
control (water). The characterization of the application technology was done through
the evaluation of the of droplet spectra, spray deposition and surface tension of the
herbicide spray solution. Phytotoxification was analyzed based on images of the
foliar microstructure and measurement of the leaf internal tissues (total thickness,
adaxial epidermis, mesophyll and abaxial epidermis thickness), 4 days after
application of the treatments (4 HAA). The interaction between the deposit of the
spray solution and the target was evaluated based on the contact angle of droplet on
natural and artificial surface (5 and 30s after drop deposition on surface), glyphosate
absorption and determination simultaneous of accumulated shikimic acid [24 hours
after application of the herbicide (HAA)]. In addition, the visual symptoms of dry
matter control and reduction were evaluated at 21 DAA. The multivariate analysis of
the principal components (PCA) was used to verify the general effects of treatments
on variables, as well as to study the correlation between them. The results revealed
that the adjuvants are the factors that have the greatest influence on variables of
application technology characterization and target-deposit interaction, being the
mineral oil and alkyl ester ethoxylate considered more efficient, with a greater control

potential of D. insularis and lower drift risk when associated to glyphosate.

Keywords: sourgrass, droplets spectra, surface tension, contact angle, leaf foliar
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microstructure, shikimic acid.

3.3 INTRODUCAO

A Digitaria insularis, conhecida popularmente como capim-amargoso, € uma
espécie daninha perene, nativa de regides tropicais e subtropicais (MACHADO et al.,
2008), de grande importancia nas condicbes agricolas brasileiras, pelas perdas
geradas pela mato-competicdo exercida por essa espécie. Preocupacbes com o0
controle dessa planta daninha tornaram-se frequentes apd0s a constatacdo do
desenvolvimento da resisténcia ao herbicida glyphosate, em 2005 (HEAP, 2017).

O glyphosate, N-(fosfonometil) glicina, é o principal herbicida utilizado no
controle de D. insularis, com atuacdo relacionada ao bloqueio da rota da enzima 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fostado  sintase (EPSPS) (AMRHEIN et al. 1980),
proporcionando acumulo do acido chiquimico e reduzindo a sintese de aminoacidos
aromaticos, horménios e compostos fendlicos (DILL, 2005), essenciais ao
crescimento e desenvolvimento da planta.

As caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas como a lipofilicidade (Kow) e a
constante de dissociacdo acida (pKa) sdo determinantes na absorcéo e eficacia de
controle das plantas daninhas. O glyphosate é um herbicida que em &gua possui
comportamento acido fraco, com quatro constantes de dissociacdo variavel (pKa
entre 2,6 a 10,3) que apresenta absorcao celular facilitada por meio de carreadores
de fosfato presentes nas membranas celulares (DENIS E DEROT, 1993; MORIN et
al., 1997). Sua alta solubilidade em agua e baixa afinidade a lipideos (log Kow -6 a -
1,7) (RODRIGUES E ALMEIDA, 2013) fazem com que a molécula do herbicida
possua baixa capacidade de penetracdo nas cuticulas vegetais, principalmente
aguelas com elevada composic¢ao cerosa.

As diferencas entre a composicao e a concentracdo dos compostos quimicos da
cuticula foliar, bem como os demais atributos fisicos, podem estar relacionados a
maior tolerancia das espécies de plantas daninhas ao glyphosate (CHACHALIS et
al., 2001). Os estudos anatbmicos com D. insularis mostraram que essa espécie
apresenta uma compacta camada cerosa que reveste toda a superficie foliar
(BARROSO, 2011) e um baixo indice estoméatico presente na superficie adaxial da
folha (MACHADO, 2008), onde a deposicéo da pulverizagao tende a se concentrar.

Por isso, é fundamental que o herbicida seja formulado dentro de uma
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composicdo que possa auxiliar a molécula penetrar na cuticula vegetal, de forma a
aumentar o aproveitamento do ingrediente ativo. Existe no mercado um numero
bastante expressivo de formula¢cdes que apresentam diferencas quanto aos seus
componentes, como o tipo de sal utilizado, concentragdo do ingrediente ativo,
concentracdo e qualidade dos adjuvantes presentes (BAUR E APONTE, 2014).
Assim, espera-se que tais diferencas na composicdo das formulacdes possam
refletir em mudangas no aproveitamento do herbicida e respectivo controle das
plantas daninhas.

Os adjuvantes adicionados a mistura em tanque também podem interagir com as
formulacbes de herbicidas para a melhoria da eficacia de controle de plantas
daninhas (BRATHUHN e PETERSEN, 2014). Esses produtos apresentam diferencas
quanto a sua acédo, sendo alguns mais voltados a melhoria das caldas de aplicacao,
denominados modificadores ou utilitrios, e outros sendo associados as mudancas
na performance dos ingredientes ativos, classificados como ativadores (ROMAN,
2007).

Em relacdo aos adjuvantes ativadores, os efeitos na tensdo superficial e
viscosidade dos liquidos podem proporcionar mudancas no tamanho das gotas
(OLIVEIRA et al.,, 2015; COSTA et al.,, 2017) e assim influenciar diretamente o
depdsito da calda pulverizada. Outros processos como o espalhamento das gotas na
superficie alvo, a retencdo do ingrediente ativo e os efeitos na solubilizacdo e/ou
desarranjo da camada cuticular podem interagir de forma a aumentar a quantidade
do herbicida absorvido (BAUR E APONTE, 2014) ou ainda modificar a sua taxa de
absorcao, otimizando assim o controle da planta daninha.

Na maior parte dos trabalhos que estudam os efeitos de formulacdes e
adjuvantes, geralmente tem-se avaliado um numero restrito de variaveis que nao
proporcionam o entendimento completo dos diversos efeitos que podem ser
proporcionados pelas caracteristicas das caldas de aplicacdo, com implicagdes no
controle de plantas daninhas.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de formulacbes de
glyphosate e adjuvantes sobre um conjunto de variaveis relacionadas a tecnologia
de aplicacao, a fitointoxicacdo, a interacdo entre o depdsito da calda e o alvo, e ao

controle de Digitaria insularis.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Sete ensaios foram realizados para avaliar a influéncia de formulacbes de
glyphosate e adjuvantes sobre o tamanho de gotas, deposi¢éo da pulverizagéo e o
controle de populacdes de D. insularis. Para a melhor organizacao e discussao dos
dados, 0s experimentos com caracteristicas similares foram agrupados, atribuindo-
se as seguintes denominacdes: (1) caracterizacdo da tecnologia de aplicacdo e (2)
Interacdo entre o depdsito da calda e a planta alvo (interacdo depdésito-alvo) e (3)
controle de D. insularis.

Todos o0s ensaios seguiram o delineamento experimental inteiramente
casualizado. Os tratamentos foram organizados em arranjo fatorial 2x5+1, sendo
duas formulacbes de glyphosate (sal de isopropilamina e sal de amoénio), cinco
combinacdes [sem adjuvante, adjuvantes polioxietileno alquilfenol éter (Iharaguen-
s®), 6leo mineral (Nimbus®), alquil ester etoxilado de acido fosférico (Lanzar®) e éster
metilico de 6leo de soja (Aureo®)] mais um tratamento controle (dgua), totalizando 11
tratamentos (Tabela 11). As formulacdes de glyphosate foram aplicadas na dose de
1080 g e.a.ha?! e os adjuvantes foram adicionados as caldas de pulverizacédo

seguindo a dose recomendada pelo fabricante, conforme a Tabela 11.

TABELA 12 - TRATAMENTOS DOS ENSAIOS PARA A CARACTERIZACAO DA TECNOLOGIA DE APLICACAO.
FORMULACOES DE GLYPHOSATE (I.A. E FORMULAGCAO) E ADJUVANTES, COM RESPECTIVA DOSE
(G E.A. HA'L; v.v'! DE PRODUTO COMERCIAL).

Formulacao Adjuvante Doses (g e.a.hal+v.v?l)

1- - - -

2 — Sal isopropilamina (SL?) - 1080

3 - Sal isopropilamina (SL) Aureo® 1080 + 0,1 (%)
4 - Sal isopropilamina (SL) Nimbus® 1080 + 0,5 (%)
5 - Sal isopropilamina (SL) Lanzar® 1080 + 0,5 (%)
6 - Sal isopropilamina (SL) Iharaguen-s® 1080 + 0,01 (%)
7 - Sal amonio (WG?) - 1080

8 - Sal amonio (WG) Aureo® 1080 + 0,1 (%)
9 - Sal am6nio (WG) Nimbus® 1080 + 0,5 (%)
10 - Sal aménio (WG) Lanzar® 1080 + 0,5 (%)
11 - Sal aménio (WG) Iharaguen-s® 1080 + 0,01 (%)

1SL=Roundup Original®; 2WG=Roundup WG®

Os ensaios pertencentes aos grupos 2 e 3 foram conduzidos em casa de

vegetacdo, no Departamento de Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
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Agronbmicas, FCA/UNESP, Campus de Botucatu, SP (22°50'41.20"S;
48°26'6.65"0). A populacéo de D. insularis foi coletada terreno baldio, localizado no
municipio de Avaré (23°50'81'84” ; 04882'43,53"), sendo esta correspondente a
populacdo 60, caracterizada como suscetivel, conforme apresentado no capitulo 1
(Subitem 2.5.5). A D. insularis foi semeada em vasos de polietilieno com capacidade
de 1 L e preenchidos com substrato comercial (Carolina Soil®) até atingirem o

estadio de desenvolvimento de 2 a 4 perfilhos (20 a 40 cm).

3.4.1 Caracterizacdo da tecnologia de aplicacao

Trés ensaios foram realizados para caracterizar o efeito das formulagbes de
glyphosate e dos adjuvantes sobre as seguintes variaveis: (a) tamanho de gotas, (b)
tensdo superficial e (c) depdsito de pulverizacdo. Os ensaios “@” e “b” foram
realizados em laboratério pertencente ao Nucleo de Estudos e Desenvolvimento em
Tecnologia de Aplicacdo - NEDTA, do Departamento de Fitossanidade da Faculdade

de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal — SP.

Tamanho de gotas: O tamanho das gotas de pulverizacao foi avaliado pela técnica
de difracédo da luz laser seguindo a mesma metodologia empregada por Costa et al.
(2017). Foram utilizados trés exemplares de pontas de pulverizacao de jato plano do
tipo AXI 11003 (Jacto®) como unidades experimentais. Cada unidade experimental
foi representada por quatro leituras. A pulverizacdo foi regulada para operar na
pressdo de 200 kPa, fornecendo vazédo de 0,83 L.minl. Para a comparacdo dos
tratamentos foram considerados os seguintes parametros: porcentagem de volume
com gotas menores do que 100 pum [(G<100um (%)], diametro mediano volumétrico

(DMV) e coeficiente de uniformidade (Coef. unif%), calculado de acordo com a
equacéao 1 (E1):
) __ Dv0,5-Dvo1

Coef.unif (% v

Dv0,1; DMV e DvO0,9 referem-se aos didametros das goticulas (um), em que 10, 50 e

(E1)

90% do volume acumulado sdo compostos por goticulas de diametro menor do que

o respectivo valor do parametro.

Deposito da pulverizagdo: O depdsito da pulverizacdo foi avaliado pelo uso do

marcador corante alimenticio Azul Brilhante (catalogado internacionalmente pela
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‘Food, Drug & Cosmetic’ como FD&C Blue n.1) na concentracéao de 0,15%,
seguindo metodologia descrita por Palladini et al. (2005). O depésito da pulverizacao
foi avaliado em 14 repeticOes, representadas por vasos contendo trés plantas de D.
insularis cada. Imediatamente ap0s a aplicacdo, as plantas foram cortadas junto a
superficie do solo e armazenadas em sacos de polietileno para posteriormente
serem lavadas com 100 mL de agua destilada. As plantas foram entdo foram
levadas para secar em estufa de circulacédo de ar forcada, sob temperatura de 70°C,
até que atingissem massa constante. Em seguida, as plantas foram pesadas em
balanca analitica de precisdo. As leituras da concentracdo do marcador presentes
nas solucbes de lavagens foram feitas utilizando-se espectrofotometro (modelo
Shimadzu UV 1601 PC), sendo as medidas de depdésito transformadas para serem

expressas em uL.g* de matéria seca.

Tensdao superficial: A partir das caldas de aplicacdo, descritas na tabela 1, foi feita
a andlise da tensdo superficial do liquido pelo método da gota pendente. Os
procedimentos experimentais utilizados seguiram a mesma metodologia descrita por
Decaro et al. (2015). Quatro gotas representaram as unidades experimentais de
cada tratamento. O software foi programado para realizar uma leitura por segundo
num tempo total de 60 s. Para a comparacdo dos tratamentos foram consideradas
apenas as leituras obtidas aos 5 e 30 segundos, apds a formacdo da gota,
coincidindo a ultima leitura com o ponto de inflexdo da curva, quando foi observado

a medida minima de tenséo superficial, entre os diferentes tratamentos.

3.4.2 Interacao depésito-alvo
Quatro ensaios foram realizados para a avaliacdo da interacdo depdésito-alvo
com as variaveis: (a) angulo de contato; (b) fitotoxicidade; (c) absorcdo de

glyphosate e determinacao simultanea do acido chiquimico acumulado.

(a) Angulo de contato: O angulo de contato das gotas formadas a partir das
diferentes solugdes foi analisado em superficie natural (D. insularis R e S) e artificial
(parafiime), sendo a Ultima superficie tomada como padrdo. Os métodos
experimentais foram os mesmos descritos por Decaro et al. (2015), onde um

dispositivo responsavel pela producdo das gotas, a partir do pressionamento do
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émbolo de uma seringa, foi programado para formar gotas com volume de 3 pL. As
leituras foram realizadas imediatamente ap0s a colocacao da gota sobre a superficie
adaxial de folhas frescas, recentemente destacadas de plantas de D. insularis. A
porcdo mediana das folhas mais jovens, completamente expandidas e visualmente
saudaveis, foi tomada como referéncia para a comparacdo entre os tratamentos,
tendo-se o cuidado em colocar a gota entre duas nervuras secundarias das folhas. O
software foi programado para realizar uma leitura por segundo num tempo total de
60 s. As unidades experimentais foram representadas por quatro plantas
provenientes de vasos distintos. As leituras da tenséo superficial foram feitas dentro
de um intervalo de 60 segundos. Para a comparacdo dos tratamentos foram
consideradas apenas a leitura obtidas aos 5 e 30 segundos, apds o depoésito das
gotas das solucdes sobre as superficies alvo.

(b) Fitointoxicacédo: Dois ensaios, semeados em 15 de dezembro de 2015, foram
conduzidos para avaliar os efeitos qualitativos do herbicida na superficie foliar e
efeitos quantitativos nos tecidos internos de plantas de D. insularis. Para isso, foram
utilizadas duas técnicas: microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
de luz (ML). Os ensaios foram realizados no Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletrénica Aplicada a Agropecuaria (NAP/MEPA) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (USP/ESALQ). Neste ensaio, quatro vasos contendo
trés plantas cada, correspondiam as repeticdes. As plantas que receberam aplicacdo
em laboratério foram transferidas para casa de vegetacdo, sendo deixadas por um
intervalo de 48 horas. Apds esse periodo, fez-se o corte, com lamina metalica, de
quatro fragmentos foliares de aproximadamente 0,5 cm2. As amostras foliares foram
removidas de plantas provenientes de diferentes vasos. A parte mediana da folha
mais jovem, completamente expandida e visualmente sadia foi utilizada como
amostra. Apos o corte, os fragmentos foram colocados em eppendorfs de 2 mL de
capacidade, contendo solugéo fixadora de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). A
preparacdo amostral para a leitura em microscopio eletronico de varredura (LEO
model 435-VPV) e microscopio de luz (modelo AX70RF; Olympus Optical, Tokyo,
Japan), bem como os demais procedimentos seguiram a metodologia descrita por
Santos et al. (2015).

(c) Absorcao de glyphosate e acido chiquimico acumulado: O ensaio para
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guantificacdo dos referidos compostos foi realizado no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM) da FCA/UNESP, Campus de Botucatu, SP. A
semeadura da D. insularis e a aplicacdo dos tratamentos foram realizadas nos dias
01/07/2016 e 16/08/2016, respectivamente. O glyphosate absorvido e o acido
chiguimico foram quantificados simultaneamente por técnica de cromatografia e
espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Cada tratamento foi representado por vasos contendo trés plantas cada, em
cinco repeticdes. Apds a aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram deixadas por
24 horas em casa de vegetacdo. Em seguida, foram cortadas rente a superficie do
solo e armazenadas em sacos de polietileno, previamente identificados. O
glyphosate presente na superficie das plantas foi removido por meio da lavagem
com 300 mL de agua destilada, adicionada em trés vezes de 100 mL. As amostras
foram entdo levadas para secar em estufa, com circulacédo de ar forcada, a 60+5°C,
até que atingissem massa constante. Logo em seguida, as plantas foram
armazenadas em freezer até serem maceradas utilizando-se nitrogénio liquido. Os
demais procedimentos utilizados nesse ensaio seguiram a metodologia descrita por
Gomes et al. (2015).

3.4.3 Controle de D. insularis

As avaliacbes de controle foram feitas como base nos sintomas visuais e na
massa seca residual, aos 21 DAA. Para isso, foi utilizada escala de notas atribuindo-
se valores que variaram entre 0% (auséncia de sintomas) e 100% (morte das
plantas), conforme Asociacion Latinoamericana de Malezas (1974). As plantas foram
entdo cortadas rente a superficie do solo e armazenadas em sacos de papel
devidamente identificados. Posteriormente, foram levadas para secagem em estufa
de circulacdo de ar forcada, sob temperatura de 60+5°C, até que atingissem massa
constante. Em seguida, as plantas foram pesadas em balanca analitica de precisao
e os dados foram utilizados para calculo da porcentagem de massa seca, em

relacdo a testemunha (sem aplicacao).

3.4.4 Andlise estatistica dos dados
Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Levene (P>0,05) e

Shapiro Wilk (P>0,05), para a verificagdo da homocedasticidade e normalidade dos
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erros. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia e aplicacao
do teste F. Quando verificada a existéncia de diferencas significativas, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).

Visando estudar a importdncia e a relacdo entre as variaveis-respostas,
juntamente com a analise dos efeitos proporcionados pelos tratamentos, os dados
das variaveis coletadas para tecnologia de aplicacéo e estudo da interacao depdsito-
alvo foram padronizados e analisados separadamente pela analise de componentes
principais (ACP), utilizando para isso, matriz de correlagdo entre as variaveis,
considerando-se como satisfatério o valor minimo de 80% para a variacao
acumulada dos dados (CRUZ et al., 2012). Por fim, foi aplicado o teste de correlacéo
de Pearson (P<0,05) para a verificacdo da significAncia na associacdo entre as

variaveis.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Tecnologia de Aplicacéo

Na Tabela 12 sdo mostrados os valores de F das andlises de variancia e as suas
respectivas significancias para as diferentes variaveis relacionadas a tecnologia de
aplicacdo. Observa-se que as formulacdes influenciaram apenas as variaveis gotas
menores que 100 um (G<100 um) e tenséo superficial aos 30 s apds a formacédo da
gota (TS 30s).

TABELA 13 - VALORES DE F DA ANALISE DE VARIANCIA PARA A PORCENTAGEM DE GOTAS MENORES DO QUE
100 uyM (G<100 uM), DIAMETRO MEDIANO VOLUMETRICO - DMV (uM), COEFICIENTE DE
UNIFORMIDADE (COEF), DEPOSITO DA PULVERIZAGAO (uL.G') E TENSAO SUPERFICIAL — TS
(MN.M1) A0S 5 E 30 S APOS A FORMAGAO DA GOTA PENDENTE.

Causade Var. G<100pum DMV Coef. Depédsito TS5s TS 30s

Formulagéo (F) 6,83" 2,46NS  2.85NS  (0,74NS 0,62NS 4,58
Adjuvante (A) 359,26  144,97" 18,797  147NS 177,32  209,70™

Frxal 20,81  4,54” 1,01N 385"  2131"  14,06"
FratxTest? 3,96MS 9,23  10,96"  24,78" 4238,05" 1101,16"
CV(%)3 4,25 3,31 2,31 36,85 1,63 1,73

“Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); *Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05)
linteracdo entre os fatores formulacdo e adjuvante; 2Comparacdo do fatorial com a Testemunha;
3Coeficiente de variacao (%).

Notavelmente, devido aos maiores valores de F obtidos para o fator adjuvante,
percebe-se que este fator exerce maior influéncia sobre as variaveis da tecnologia

de aplicagdo, ndo sendo constatada diferenca significativa apenas para o depdsito
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da pulverizacdo. A interacdo significativa entre os fatores revela a existéncia de
dependéncia entre a formulacdo e adjuvante para a maior parte das variaveis
estudadas. Nao foi encontrada diferenca significativa entre a testemunha e o0s
fatores, apenas para a varidvel G<100 pm.

A comparacao entre as médias dos tratamentos para as variaveis relacionadas
ao tamanho de gotas e dep0ésito da pulverizacdo encontra-se na Figura 8. Verificou-
se que os adjuvantes a base de alquil éster etoxilado (Lanzar®) e 6leo mineral
(Nimbus®), quando adicionados a formulagdo SL, proporcionaram reducdo de 39 e
55 % da porcentagem de gotas menores do que 100 pm (G<100 um) e aumento de
14 e 34% do diametro mediano volumétrico (DMV), em relacdo a aplicacdo da
formulacdo isolada (sem adicdo de adjuvantes). No entanto, quando 0s mesmos
adjuvantes foram adicionados a formulagdo WG, a reducédo da variavel G<100 um foi
de 52 e 53% e o incremento no DMV correspondeu a 32 e 48%, respectivamente,
em relacdo a formulacdo sem a adicdo de adjuvantes (Figura 8A e 8B). Assim como
identificado por Hilz; Vermeer (2013), Oliveira et al. (2015) e Miller; Stoughton (2000)
as menores porcentagens de gotas inferiores a 100 pum apresentam menor potencial
risco de deriva aos tratamentos. Ainda, é possivel notar que os tratamentos com a
adicdo do adjuvante a base de polioxietileno alquilfenol éter (Iharaguen-s®) néo
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos tratamentos com as
formulacbes herbicidas sem adjuvantes. Dessa forma, este adjuvante € indicado
para prevencéo da deriva em pulverizagdes quando adicionado ao glyphosate.

Ao comparar as formulacfes herbicidas, as diferencas significativas encontradas
entre os tratamentos foram mais sutis. Na comparacao entre as formulagdes, sem a
adicdo de adjuvante, a formulacdo SL apresentou aproximadamente 10% a menos
de G<100 pm e aumento de 7% do DMV, em comparacdo a formulacdo WG. A
maior diferenca encontrada entre as formulacbes foi quando estas foram
combinadas ao adjuvante Aureo®, com o qual a formulacdo WG apresentou 26% a
menos da variavel G<100 pum, e 7,55% a mais do valor do DMV, o que evidencia a
existéncia da dependéncia entre os fatores formulacéo e adjuvante.

A comparacédo do coeficiente de uniformidade das gotas de pulverizagcdo — Coef
(Figura 8C) entre que os tratamentos revelam que a adi¢do dos adjuvantes Nimbus®
e Lanzar® proporcionaram valores menores em relacdo aos demais tratamentos,
indicando maior homogeneidade do tamanho de gotas e, reduzindo-se assim, a

producdo de gotas muito finas, suscetiveis a deriva. Ainda cabe destacar que, as
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misturas com adicdo dos adjuvantes Aureo® e |haraguen-s® apresentam maior
heterogeneidade do tamanho de gotas, quando comparadas a testemunha.

Em relacdo ao depoésito da pulverizagdo (Figura 8D), observa-se que
praticamente todos o0s tratamentos que continham o herbicida apresentaram
incrementos significativos da quantidade do depdsito da pulverizacdo em relacéo a
testemunha (dgua), indicando a influéncia dos fatores estudados no incremento dos

valores dessa variavel.

FIGURA 8 - VALORES (MEDIAS + EP) DAS VARIAVEIS: (A) PORCENTAGEM DE GOTAS MENORES DO QUE 100 pM
(G<100 um™m), (B) DIAMETRO MEDIANO VOLUMETRICO - DMV (uMm); (C) COEFICIENTE DE
UNIFORMIDADE (COEF.) E (D) DEPOSITO DA PULVERIZAGAO (UL.G') EM PLANTAS DE D.
INSULARISPARA SOLUCOES CONTENDO DIFERENTES FORMULAGCOES E ADJUVANTES.
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Letras minasculas comparam as formulacBes, dentro de cada adjuvante e letras mailsculas
comparam adjuvantes, dentro de cada formulacdo. Tratamentos com letras iguais, na comparacao de
cada fator, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (*) Indica semelhanga dos
tratamentos em relagdo a testemunha (controle) pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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A comparacao das formulacbes, sem a adicdo de adjuvantes a calda, indicou
haver maior quantidade de depédsito da pulverizacdo com a formulacdo WG,
comparada a formulagdo SL. Esse fato, provavelmente esta relacionado com a
maior remocao dos depdésitos da superficie foliar com a formulacdo WG em relacao
a SL, a qual é aquosa e pela dificuldade de extracdo da substancia marcadora
somente com agua. Também pode-se notar diferenca significativa nos valores de
depésito entre as formulagcdes quando foram combinadas ao adjuvante Nimbus®,
com o qual a formulacdo S apresentou maior quantidade de depdsito em
comparacao com a formulacdo WG, o que pode ser explicado pela maior afinidade
entre produtos oleosos.

Em relacdo ao efeito dos adjuvantes no depdsito da pulverizacdo, os resultados
revelam a auséncia de diferencas significativas nas associa¢cdes com a formulacao
S, enquanto na formulacdo WG, as pulverizacbes sem associacdo aos adjuvantes
proporcionaram maiores niveis de depdsito em comparacdo aos tratamentos que
receberam adicdo dos adjuvantes (Figura 8D). Estes resultados estdo de acordo
com aqueles encontrados por Decaro et al. (2016). Esses autores constataram que a
adicdo de adjuvantes a solucdes contendo inseticidas e fungicidas mostrou efeito
inversamente proporcional ao depdésito da pulverizacdo, em relacdo a aplicacao dos
produtos fitossanitarios sem a combinacdo com adjuvantes. Por outro lado, Bueno et
al. (2013), estudando o efeito do adjuvante nonilfenol etoxilado adicionado as caldas
contento glyphosate, ndo encontraram diferencas entre o depdsito da pulverizacao
em plantas daninhas.

Nesses trabalhos, evidencia-se que diferentes naturezas do produto quimico e
adjuvante (oleoso ou ndo), bem como a interacdo herbicida, adjuvante e superficie
foliar podem interferir na quantidade de depodsito em testes com avaliacdes
guantitativas em que se preconiza a remocdo dos depoésitos da superficie por
lavagem.

E oportuno relatar que nos tratamentos que continham adjuvantes oleosos como
Nimbus® e Aureo® foi observada a retencéo de parte do marcador (azul brilhante) na
superficie vegetal ap6s o procedimento de lavagem das amostras. Assim, € possivel
gue os efeitos na retencdo do marcador tenham, pelo menos em parte, afetado os
resultados de depdsito obtido com misturas oleosas. Esta observacdo faz-se util
para outras pesquisas que visem estudar o efeito de adjuvantes sobre o depdsito da

pulverizacdo, sendo recomendado o emprego de método alternativo para a melhoria
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da extracdo do marcador em superficie, a fim de descartar a possibilidade de erros
experimentais.

O efeito dos tratamentos na tensdo superficial (TS), aos 5 e 30s apos a
formacao da gota pendente, pode ser visualizada na Figura 9.

Este atributo mede a forca de atracdo entre as moléculas presentes na
superficie de um liquido; valores menores geralmente indicam maior potencial de
espalhamento do liquido sobre a superficie-alvo (DECARO et al., 2015). A
formulagcdo SL, aplicada isoladamente, exibe menor valor de TS em relagdo a
formulacdo WG, sendo este resultado confirmado para os dois tempos de medicéo.
Isso provavavelmente esta relacionado com a presenca de agentes emulsificantes
na formulacdo SL, os quais contribuem para reducdo da TS. Quando o adjuvante
Iharaguen-s® foi adicionado as caldas, foram observados efeitos contrarios ao
anterior, com menor valor de TS constatado na formulacdo WG em relacdo a
formulacdo SL, o que pode ser explicado pela interacdo desse adjuvante hidrofilico

com a agua e a formulagcédo WG.

FIGURA 9 - VALORES (MEDIAS + EP) DA TENSAO SUPERFICIAL (MN.M1) A0S 5 (A) E 30 SEGUNDOS (B) APOS A
FORMAGAO DA GOTA PENDENTE PARA SOLUGOES CONTENDO DIFERENTES FORMULAGOES E

ADJUVANTES.
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Letras mindsculas comparam formula¢des, fixando-se os adjuvantes e letras mailsculas comparam
adjuvantes, fixando-se as formulacdo. Tratamentos com letras iguais, na comparacdo de cada fator,
nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (*) Indica semelhanca dos tratamentos
em relacdo a testemunha (controle) pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Em relacdo aos adjuvantes, observa-se que o uso lharaguen-s® ocasionou
aumento da TS quando este adjuvante foi adicionado a formulacdo SL, o que

demonstra o efeito antagénico ao herbicida. Os demais adjuvantes proporcionaram
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reducao significativa da TS em relacdo a aplicacdo das formulacdes isoladas, com
destaque aos adjuvantes Nimbus® e Lanzar® que apresentaram os menores valores
de TS nos dois tempos de medicdo. Segundo Nairn et al. (2015) os valores menores
de tensdo superficial podem ser correlacionados a maior eficacia de controle

proporcionada pelos tratamentos herbicidas.

3.5.2 Anélise dos componentes principais das variaveis da tecnologia de
aplicacao

Os autovalores da analise dos componentes principais obtidos no estudo da
tecnologia de aplicacdo sao apresentados na Tabela 13. Para alcancar o minimo de
80% da variagdo acumulada dos dados, fez-se necesséria a andlise dos quatro
primeiros componentes principais (CPs).

No componente principal 1 (CP1), a proporcéo da variabilidade dos dados foi de
49%. Neste componente as variaveis DMV e G<100 pm apresentaram 0s maiores
autovalores, indicando que essas variaveis sofrem maiores variagdes em funcéo dos
efeitos dos tratamentos. Ainda no CP1, observa-se que as variaveis DMV e G<100
um apresentam correlacdo inversa conferida pelos autovalores de sinais opostos
(0,58 e -0,61, respectivamente).

O CP2 representou aproximadamente 26% da propor¢ao de variagdo dos dados.
Neste componente a tensdo superficial (TS) e o depésito de pulverizacéo
apresentaram o0s maiores autovalores, com 0,77 e -0,51, o que indica haver
correlacdo de ordem inversa, para estas variaveis.

TABELA 14 - VARIAVEIS DA CARACTERIZAGAO DA TECNOLOGIA DE APLICAGAO E RESPECTIVOS AUTOVALORES
DOS COMPONENTES PRINCIPAIS, PROPORGAO E VARIACAO ACUMULADA.

Variavel CP1 CP2 CP3 CP4
G<100 pm? 0,58 -0,16 0,30 -0,60
DMV (um)? -0,61 0,02 -0,23 -0,17
Coef.3 0,46 -0,34 -0,52 0,53
Depésito (uL.g™) -0,20 -0,51 0,70 0,43
TS (MN.m1)* 0,21 0,77 0,30 0,39
Autovalor 2,468 1,285 1,132 0,069
Proporcgao (%) 49,40 25,70 22,60 1,40
Var. acumulada(%o) 49,40 75,10 97,70 99,10

1Porcentagem de gotas menores do que 100 um; 2Diametro mediano volumétrico (um); 3Coeficiente
de uniformidade; “Depésito da pulverizacdo (uL.g1); 5Tensdo superficial (mN.m-1) aos 30 s apoés a
formacao da gota pendente.
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As variaveis de maior peso no ultimo autovetor devem ser consideradas de
menor importancia para o estudo (CRUZ, 2006). No caso deste trabalho, o ultimo
autovetor foi o componente principal 4 (CP4). Nele as varidveis Deposito e Coef.
apresentaram maiores autovalores, 0 que indica que essas variaveis foram menos
influenciadas pelos efeitos dos tratamentos, considerando-se o conjunto de variaveis
da caracterizacdo da tecnologia de aplicacao.

Na Figura 10A é mostrado o grafico de disperséo entre os tratamentos, no qual
nota-se que a influéncia dos tratamentos sobre as variaveis e a correlacdo existente
entre as mesmas. A distancia entre os pontos de dispersdo no grafico representa a
diferenca dos efeitos proporcionados pelos tratamentos, considerando-se o conjunto
de varidveis no estudo da tecnologia de aplicacdo. A aproximacdo dos pontos de
dispersdo das linhas das variaveis, corresponde ao efeito proporcionado pelos
tratamentos sobre as mesmas. No primeiro grafico (Figura 10A) esta contido a
maioria das informacdes sobre os efeitos dos tratamentos, com 75,1% da explicacao
do comportamento dos tratamentos frente as diferentes varidveis, enquanto no
segundo grafico (Figura 10B) esta contido apenas 24% das informacdes dos efeitos,
apresentando. Portanto, menor finalidade pratica na explicacdo do comportamento
dos tratamentos.

E possivel notar que a testemunha (T1) distancia-se nitididamente dos demais
tratamentos, 0 que representa a maior divergéncia entre os efeitos sobre as
variaveis respostas (Figura 10). Observa-se queT1 apresenta maior valor de tenséo
superficial, conferido pela proximidade a linha de TS. Na mesma figura, observa-se
que o tratamento T4 (formulacdo SL+ Nimbus®) aumentou de forma mais expressiva
o DMV, seguidos pelos tratamentos T9, T10 e T5 (Formulacdo WG + Nimbus®,
WG+Lanzar® e SL+Lanzar®). Além disso, observa-se que este conjunto de
tratamentos apresentam menor percentagem de gotas menores do que 100 pm
(G<100 um), conferida pelo maior distancia a linha desta variavel.

Por outro lado, observa-se que os tratamentos T2, T7, T8, T3 e T11,
correspondentes a aplicacdo das formulacdes de glyphosate sem a adicdo de
adjuvantes a calda, ou quando as formula¢ces foram combinadas aos adjuvantes
éster metilico de 6leo de soja (Aureo®) e polioxietileno alquilfenol éter (lharaguen-
s®), apresentaram maiores valores de G<100 pm, quando comparados aos
tratamentos com adicdo de adjuvantes a base de 6leo mineral (Nimbus®) e alquil

by

ester etoxilado (Lanzar®), evidenciando a maior susceptibilidade a deriva da
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aplicacdo e menor homogeneidade do tamanho das gotas dos tratamentos do

primeiro conjunto quando comparados a esse segundoconjunto de tratamentos.

FIGURA 10 - COMPONENTES PRINCIPAIS, COM RESPECTIVAS COMBINAGOES ENTRE: (A) CP1 E CP2; (B) CP1
E CP3, TOMANDO-SE COMO BASE O CONJUNTO VARIAVEIS PERTENCENTES DE CARACTERIZACAO
DA TECNOLOGIA DE APLICAGAO
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A matriz de correlagdo revelou a existéncia de significancia apenas entre as
variaveis G<100 um e DMV (Tabela 14), apresentando coeficiente de correlacédo
negativo correspondente a 93% (r = - 0,93), assemelhando-se ao encontrado por
Oliveira et al. (2015). No entanto, ndo foi constatada correlagéo significativa entre as
variaveis de tamanho de gotas e deposicao ou entre a tenséo superfical e o depdsito

da pulverizagéo.
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TABELA 15 - VALORES DO COEFICIENTE DE CORRELAGAO (R) E RESPECTIVA SIGNIFICANCIA (P-VALORES) PARA
A COMBINAGAO DAS VARIAVEIS DE TAMANHO DE GOTAS, TENSAO SUPERFICIAL E DEPOSITO DA
PULVERIZACAO, CONSIDERANDO-SE AS MEDIAS OBTIDAS PARA O CONJUNTO DE TRATAMENTOS.

Variaveis G<100 pm DMV Coef. Dep. TS
------------------------------ P-valor----------------memememeee -
G<100 pum? - 0,00 0,09 0,89 0,49
DMV? -0,93** - 0,08 0,77 0,27
Coef.3 0,53 -0,56 - 0,23 0,45
Depdsito 0,05 0,10 -0,40 - 0,28
TS® 0,24 -0,37 -0,26 -0,35 -

**Correlacao significativa a 1% de probabilidade (p<0,01); 'Porcentagem de gotas menores do que
100 pm; 2Diametro mediano volumétrico (um); 3Coeficiénte de uniformidade; “Deposito da
pulverizacao (uL.g1); 5Tensédo superficial (mN.m1) aos 30 s ap6s a formacdo da gota pendente.

3.5.3 Interacao Depdsito-Alvo

Os valores de F da andlise de variancia dos dados de angulo de contato (AC),
em superficie artificial (parafilme) e natural (D. insularis), aos 5 e 30s apés o
depdsito das gotas sobre as superficies estdo mostrados na Tabela 15. Observa-se
qgue as formulacfes de glyphosate apresentam diferencas significativas apenas para
a medida do AC em parafilme aos 30s apo0s a deposi¢cao da gota na superficie. Por
outro lado, foram constatadas diferengas significativas entre os adjuvantes para
todas as medidas de AC em analise. O maiores valores de F, obtidos para o fator
adjuvante, revelam a maior magnitude dos efeitos proporcionados por este fator
guando comparados aos efeitos proporcionados pelas formulacfes. A interacéo
significativa entre os fatores foi identificada apenas em superficie artificial. Em todas
as medidas de angulo de contato a interacdo formulacdo x adjuvante apresentou
diferenca significativa quando comparada a testemunha.

Em geral, os maiores valores de AC encontrados para o tratamento testemunha
(agua) revelaram que a superficie adaxial da D. insularis possui menor polaridade
quando comparada a superficie do parafilme (Figura 11). O AC identificado no
tratamento testemunha em D. insularis foi de aproximadamente 150°, sendo este
valor superior ao encontrado em literatura para outras espécies de plantas daninhas
de importancia agricola, como Euphorbia heterophylla, Ipomoea grandifolia e
Brachiaria plantaginea (IOST et al., 2010), revelando acentuada hidrorrepeléncia da
D. insularis em relacdo as superficies das demais espécies vegetais. Ainda, em
relacdo as testemunhas, todos o0s tratamentos que continham glyphosate
apresentaram menor angulo de contato em ambas as superficies, o que confirma o

efeito benéficos das formulacdes e/ou adjuvantes na TS.
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TABELA 16 - VALORES DE F DA ANALISE DE VARIANCIA PARA O ANGULO DE CONTATO (0) EM SUPERFICIE
ARTIFICIAL (PARAFILME) E NATURAL (SUPERFICIE ADAXIAL DE D. INSULARIS) AOS 5 E 30S APOS A
DEPOSICAO DA GOTA NAS SUPERFICIES.

Fonte de Var.  Parafilme-5s Parafilme-30s Digitaria-5s  Digitaria-30 s

Formulacgéo (F) 0,49NS 8,24™ 0,26 NS 0,03NS
Adjuvante (A) 45,46™ 88,10 27,43 88,53
Frxal 12,67 10,89" 1,87 NS 1,86 NS
Ffat.xTestZ. 884.98 * 911.08** 204.65** 291.15**
CV(%)3 2,22 2,78 2,41 2,79

**Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); linteracdo entre os fatores formulagédo e adjuvante;
2Comparacao do fatorial com a Testemunha; 3Coeficiente de variagao (%).

Nos tratamentos n&o associados a adjuvante houve menor angulo de contato
com a formulacdo WG em relacdo a formulacdo SL, sendo este comportamento
identificado apenas na superficie do parafilme (Figura 11A e 11B). Isso pode ser
explicado pela maior polaridade da furmulacdo WG diluida em agua sobre uma
superficie de levemente hidrofébica. Quando comparadas as formulacdes sem
adicdo de adjuvantes com a adicdo do adjuvante lharaguen-s®, observa-se que a
reducdo do angulo de contato quando o adjuvante foi associado a formulacdo SL,
enquanto que, na formulacdo WG, néo foi encontrada diferenca significativa, sobre a
superficie parafilme.

Na superficie de menor hidrofobicidade (Parafime) a acdo do adjuvante
Ilharaguen-s® foi maior sobre a formulagdo oleosa em relacdo a WG, quando avaliou-
se o0 angulo de contato das caldas herbicidas.

Em geral, a maior parte dos adjuvantes promoveu efeitos positivos na reducéo
do angulo de contato quando associados as diferentes formulacdes de glyphosate,
com destaque aos adjuvantes Lanzar® e Nimbus®, que apresentaram os menores
angulos de contato em superficie natural (Figura 11C e 11D).

Por outro lado, ndo foi observado decréscimo do angulo de contato, em
superficie natural, nas associacGes ao adjuvante Iharaguen-s®. Assim como o
relatado por Nairn et al. (2015) é provavel que os tratamentos que possuam maior
polaridade, como o caso das combinacdo das formulacbes aos adjuvantes
polioxietileno alquilfenol éter, apresentem menor combinagcdo a superficies
hidrofébicas, como é o caso da D. insularis, resultando em maiores angulos de

contato e menor espalhamento das gotas sobre a superficie.
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FIGURA 11 — VALORES
(MEDIAS + EP) DO ANGULO DE CONTATO ENTRE A GOTA E AS SUPERFICIES (PARAFILME E D. INSULARIS) DE
SOLUCOES CONTENTO DIFERENTES FORMULAGOES E ADJUVANTES.
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Letras minusculas comparam as formulacdes, nos diferentes adjuvantes e letras mailsculas
comparam os adjuvantes, nas diferentes formulagfes. Tratamentos com letras iguais, na comparacao
de cada fator, nédo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (*) Indica semelhanca dos
tratamentos em relagdo a testemunha (controle) pelo teste de Dunnett (p<0,05).

3.5.3.1 Fitotoxicidade
Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

As imagens das superficies adaxial e abaxial de folhas de D. insularis, em
microestrutura encontram-se presentes na Figura 12. E possivel notar a menor
guantidade de estébmatos presentes na superficie adaxial, onde o indice estomatico
mensurado foi de aproximadamente 22 estbmatos.mm2, enquanto que na superficie
abaxial, o indice estomatico foi de 148 estdmatos.mm>, correspondendo a uma
relacdo de 6,72 vezes. Ressalta-se que a pulverizacdo dos produtos fitossanitarios
tende a acumular-se na superficie adaxial foliar, onde a quantidade de estébmatos na
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D. insularis € muito menor. Assim, é provavel que os estdmatos apresentem pouca
importancia na penetracao dos produtos fitossanitarios através da cuticula foliar de

D. insularis.

FIGURA 12 - IMAGENS EM MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (MEV) DA MICROESTRUTURA DAS
SUPERFICIES ADAXIAL E ABAXIAL DE D. INSULARIS.

Sup. Adaxial Sup. Abaxial

As imagens da microestrutura da superficie adaxial de folhas de D. insularis, em
microscopia eletrénica de varredura (MEV) 4 dias apds a aplicacdo dos tratamentos
(4 DAA) sdo mostradas na Figura 13. Observa-se no Tratamento 1 (testemunha)
que a superficie das folhas de D. insularis apresenta epicuticula de aspecto
esponjoso que recobre toda a superficie foliar, mesmo nas regiées que circundam os
estbmatos, o que reforca a informacdo sobre a importancia dos efeitos
proporcionados pelas formulacdes e adjuvantes sobre esta estrutura para a garantia
da eficacia da penetracdo para melhoria da acédo dos herbicidas.

Os efeitos constatados a partir da aplicagdo das formulagbes de glyphosate,
revelam que todos os tratamentos apresentaram sintomas de fitointoxicacao foliar,
no entanto, os sintomas mais pronunciados foram observados nos tratamentos com
a presenca dos adjuvantes a base de 6leo vegetal metilado (Aureo®), éleo mineral
(Nimbus®) e alquil ester etoxilado (Lanzar®), associados a ambas formulacdes, onde
pdde-se notar a solubilizagcdo da epicuticula foliar (Figura 13).

Nos tratamentos com a adi¢éo de adjuvantes a base de polioxietileno alquilfenol
éter (Iharaguen-s®), em ambas as formulgdes do hericida (T6 e T11), os efeitos de
fitotoxicidade foram menos expressivos, mesmo quando comparados aos
tratamentos com o uso das formulacbes sem a associagdo aos adjuvantes.
Ressalta-se que tanto o glyphosate como o polioxietileno sdo produtos hidrofilicos,
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portanto com acdo menor sobre estruturas hidrofobicas. Assim, esta caracteristica

pode ter sido responsavel pela atenuacao dos efeitos causados na cuticula foliar.

FIGURA 13 - SINTOMAS DE FITOTOXICIDADE EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) NA
SUPERFICIE ADAXIAL DE FOLHAS DE D. INSULARIS 4 DIAS APOS A APLICAGAO DOS
TRATAMENTOS. TRATAMENTOS: T1 — TESTEMUNHA (AGUA); T2 - FORMULAGAO SL (SL); T3 -
SL+AUREO®; T4 — SL+NIMBUS®; T5 — SL + LANZAR®; T6 — SL+IHARAGUEN-S®; T7 —
FORMULACAO WG (WG); T8 - WG+AUREO®; T9 - WG+LANZAR®; T 10 - WG+NIMBUS®; T11 -
WG+IHARAGUEN-S®

Microscopia de Luz (ML)

Na Figura 14 sdo mostrados os cortes transversais em microscopia de luz (ML),
de folhas de D. insularis sem aplicacdo de glyphosate (Figura 14A) e aos 4 dias
apos a aplicacdo do herbicida (Figura 14B), junto aos detalhes de como foram feitas
as medicOes da espessura dos tecidos foliares.

Assim, observa-se que a planta tratada com o herbicida tende a apresentar
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tecidos com aspecto distinto a uma folha ndo tratada, notavelmente pela alteracdo
da espessura dos tecidos foliares, provavelmente devido o bloqueio na producéo de
aminoacidos essenciais ao desenvolvimento da planta, podendo estas medidas
serem utilizadas na comparacao entre os efeitos dos tratamentos.

Os valores de F da analise de variancia para a comparacdo dos tratamentos
sobre os efeitos nos tecidos foliares de D. insularis aos quatro dias apos a aplicacéo

(4 DAA) encontram-se presentes na Tabela 16.

FIGURA 14 - IMAGEM EM MICROSCOPIA DE LUZ (ML) DE CORTES TRANSVERSAIS DE FOLHAS DE D. INSULARIS,
ILUSTRANDO O ASPECTO DOS TECIDOS FOLIARES, JUNTAMENTE COM AS MEDIDAS REALIZADAS DA
ESPESSURA TOTAL (ET), MESOFILO (ME), EPIDERME ADAXIAL (AD) E ABAXIAL (AB), SEM A
APLICAGAO DO GLYPHOSATE (A) E COM O TRATAMENTO HERBICIDA (B) AOS 4 DIAS APOS A

APLICACAO.
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A Unica diferenca significativa encontrada entre os fatores foi observada para a
comparacao da medida do mesofilo foliar (ME). Por outro lado, a comparacao da
testemunha (agua) com o fatorial, revelou haver diferencas significativas na
espessura total (ET) e espessura da epiderme adaxial (ADA).

A comparacdo das médias obtidas para os diferentes tratamentos, revela que a
epiderme adaxial e abaxial foram os tecidos que sofreram maior impacto na
espessura foliar, nos quais, todos o0s tratamentos que continham o herbicida
glyphosate, foram significativamente diferentes em relagdo a testemunha (Figura
15).
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TABELA 17 - VALORES DE F DA ANALISE DE VARIANCIA PARA A ESPESSURA TOTAL— ET (uM), ESPESSURA DA
EPIDERME ADAXIAL - ADA (uM), MESOFILO - ME (uM) E EPIDERME ABAXIAL - ABA (uM) DE
FOLHAS DA D. INSULARIS AOS 4 DIAS APOS A APLICACAO DOS TRATAMENTOS (4 DAA).

Causa de Var. ET ADA ME ABA
Formulacéo (F) 0,05NS 0,14Ns 0,08 NS 1,41NS
Adjuvante (A) 0,66 NS 1,65NS 2,72 0,54 NS
Frxal 0,35Ns 0,70Ns 0,60Ns 0,63 NS
Ftat.xTest? 9.99** 55.87** 0.49NS 3.88NS

CV(%)3 15,60 30,15 14,62 23,36

**Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); *Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05);
linteragédo entre os fatores formulacéo e adjuvante; 2Fatorial vs Testemunha; 3Coeficiente de variacéo
(%).

FIGURA 15 - VALORES (MEDIAS + EP) DA ESPESSURA DOS TECIDOS FOLIARES DE D. INSULARIS (uM): (A)
ESPESSURA TOTAL; (B) EPIDERME ADAXIAL; (C) MESOFILO E (D) EPIDERME ABAXIAL A PARTIR
DA APLICAGAO DE DIFERENTES FORMULACOES DE GLYPHOSATE E ADJUVANTES
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Letras minUsculas comparam as formulagfes, ficando-se o adjuvante e letras mailsculas comparam
os adjuvantes, fixando-se a formulacao. Tratamentos com letras iguais, ha comparac¢éo de cada fator,
nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (*) Indica semelhanca dos tratamentos
em relacdo a testemunha (controle) pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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A comparacado das médias obtidas para os diferentes tratamentos revela que a
epiderme adaxial e abaxial foram os tecidos que sofreram maior impacto na
espessura foliar, onde todos os tratamentos que continham o herbicida glyphosate,
foram significativamente da testemunha.

N&do foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos que
continham o herbicida glyphosate. Assim como relatado por Souza et al. (2007),
supeita-se que a alta variacdo do depdsito da pulverizacdo, que normalmente ocorre
em situacdes de aplicacdo de produtos fitossanitarios, bem como as variacdes
naturais na arquitetura das plantas e na espessura dos tecidos foliares tenham
conferido erros experimentais que tornam a técnica de analise da comparacéo entre
os efeitos de fitotoxicidade, pela medicdo espessura dos tecidos foliares, de baixa
sensibilidade em identificar diferencas entre os sintomas causados pelo tratamentos

herbicidas.

3.5.3.2 Absorcédo de glyphosate, determinagcao do &cido chiquimico e controle
de D. insularis

De acordo com os valores de F da analise de variancia apresentados na Tabela
17, pode-se notar que as formulacdes ndo apresentaram diferencas significativas
para o conjunto de varidveis consideradas. Por outro lado, os adjuvantes
apresentaram diferenca significativa (p<0,01) em relacao as variaveis de absorc¢éao,
acido chiquimico e controle. Além disso, foi notada diferenca significativa para a
interacdo dos fatores, na variavel controle, e diferencas significativas na comparacao
entre interacdo formulacdo x adjuvante e a testemunha para todas as variaveis em

andlise.

TABELA 18 - VALORES DE F DA ANALISE DE VARIANCIA PARA AS VARIAVEIS: ABSORGAO DO GLYPHOSATE
(ABS.) E ACIDO CHIQUIMICO ACUMULADO (AC.) 24 HORAS APOS A APLICAGAO DOS
TRATAMENTOS, CONTROLE VISUAL (C) E MASSA SECA REMANESCENTE DE D. INSULARIS (C) AOS

21 DIAS APOS A APLICACAO DOS TRATAMENTOS.

Causa de Var. Abs. Ac. C MS
Formulacgéo (F) 2,75NS 0,06 NS 1,20Ns 0,76 NS
Adjuvante (A) 11,59™ 7,79" 3,32" 0,54 NS
Frxal 1,85NS 0,81 NS 4,74™ 0,36 NS
Ffat.xTest’ 54,57 141,76™ 29402,09™ 155,71™
CV(%)3 30,27 17,15 1,43 61,64

**Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); **Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05)
linteracdo entre os fatores formulacdo e adjuvante; 2Comparacdo entre o fatorial e a testemunha;
3Coeficiente de variagdo (%).
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Observa-se que todos os tratamentos que continham o herbicida glyphosate
foram significativamente diferentes da testemunha, considerando-se o conjunto de
variaveis em analise (Figura 16).

Quando comparadas as formulagbes para os tratamentos que continham o
adjuvante Aureo®, verifica-se maior absorcdo do herbicida na formulagdo SL,
comparativamente a formulacdo WG. Essa diferenca correspondeu a 44,7% a mais
na absorcdo do herbicida. Constatou-se também valor de controle ligeiramente
menor entre a combinacdo do Iharaguen-s® a formulacdo SL em relacdo a
formulacdo WG (Figura 16C). No entanto, ambos os tratamentos apresentaram
controle acima de 80%, sendo considerado satisfatorio.

Os adjuvantes Aureo® Nimbus® e Lanzar® proporcionaram incrementos
significativos da absor¢cédo do glyphosate quando estes adjuvantes foram associados
a formulacdo SL em comparacdo ao tratamento sem associacdo de adjuvantes a
calda. Essas diferencas corresponderam a 129, 157 e 171% da absorcdo do
herbicida (Figura 16A).

Assim, é provavel que o controle da D. insularis atinja o esperado com dose
menor do herbicida quando a formulacdo SL € combinada a esses adjuvantes. Por
outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os adjuvantes para a absorcdo da
formulacdo WG, sendo notado apenas incremento numérico na absorcdo do
herbicida (Figura 16A).

A comparacdo entre os adjuvantes no acumulo do acido chiquimico (Figura 16B)
na aplicacao da formulacédo SL revelou acumulo maior do composto nos tratamentos
com a adicdo dos adjuvantes Aureo® e Lanzar® em relagdo a aplicacdo da
formulacéo isolada. As diferencas corresponderam a 44 e 57% a mais do acido
chiquimico acumulado, com a adicdo dos adjuvantes Aureo® e Lanzar®,
respectivamente. Ja na formulacdo WG, a dUnica diferenca significativa foi
identificada entre o Lanzar® e o Iharaguen-s®, com o primeiro adjuvante
apresentando maior acumulo de &cido chiquimico em relagdo ao segundo.

Assim, é possivel que o incremento na absorcado de glyphosate e acumulo de
acido chiquimico, identificado para os adjuvantes Aureo®, Nimbus® e Lanzar® possa
contribuir para a otimizacdo do controle da D. insularis. Além disso, esses efeitos
poderiam ser favoraveis ao controle da planta daninha sob condicdo de estresse, ou
sobre populacdes resistentes ao herbicida, cabendo, assim, maiores investigacoes a

respeito desses temas.
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Para as variaveis controle (C) e matéria seca remanescente (MS) ndo foram
identificadas diferencas significativas entre os fatores, confirmando que
independente do adjuvante utilizado a aplicagdo da dose comercial apresenta
controle satisfatério da D. insularis (Figura 16C e 16D).

FIGURA 16 - VALORES (MEDIAS * EP) PARA AS VARIAVEIS: (A) ABSORGCAO DO GLYPHOSATE; (B) ACIDO
CHIQUIMICO ACUMULADO, 24 HORAS APOS A APLICAGAO DO HERBICIDA; (C) CONTROLE VISUAL E
(D) MASSA SECA REMANESCENTE DE D. INSULARIS, AOS 21 DIAS APOS A APLICAGAO DOS
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Letras minUsculas comparam as formulagcBes nos diferentes adjuvantes e letras mailsculas
comparam os adjuvantes nas diferentes formula¢des. Tratamentos com letras iguais, ha comparacao
de cada fator, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (*) Indica semelhanca dos
tratamentos em relagdo a testemunha (controle) pelo teste de Dunnett (p<0,05).

3.5.3.3 Componentes principais dos ensaios da interacdo depdsito-alvo

Os autovalores obtidos pela analise dos componentes principais dos ensaios da
interacdo deposito-alvo sédo apresentados na Tabela 18. Observa-se que os dois
primeiros componentes principais (CP1 e CP2) foram suficientes para explicar 90%
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da variabilidade acumulada dos dados, facilitando a interpretacdo dos efeitos dos

tratamentos nas diferentes variaveis.

TABELA 19 - AUTOVALORES DAS VARIAVEIS DA INTERACAO DEPOSITO-ALVO NOS COMPONENTES PRINCIPAIS
(CP1, CP2 E CP3), COM RESPECTIVO AUTOVALOR, PROPORGAO DO COMPONENTE (%) E
VARIACAO ACUMULADA (%).

Variaveis CP1 CP2 CP3
AC (30 s)! 0,321 0,408 -0,010
ET? 0,319 -0,413 -0,059
ADA3 0,390 0,006 0,188
ME* -0,149 -0,610 -0,620
ABA> 0,255 -0,439 0,618
Abs.® -0,337 -0,299 0,287
Ac.” -0,375 -0,190 0,261
c8 -0,386 0,114 0,188
MS?® 0,373 -0,163 -0,090
Autovalor 6,115 2,021 0,446
Proporc¢éao (%) 67,9 22,5 5
Variacdo acumulada (%) 67,9 90,4 95,4

1Angulo de contato (°) aos 30 s apds o deposito da gota, 2Espessura total (um), SEpiderme Adaxial
(um), “Mesofilo (um), SEpiderme abaxial (um), SAbsor¢do (ug.g?), “Acido chiquimico (ug.g?l),
8Controle visual (%), °Matéria seca remanescente(%).

Os maiores autovalores identificados no altimo autovetor (CP3) para as variaveis
mesofilo (ME) e epiderme abaxial (ABA), revelam que essas duas variaveis foram
menos influenciadas pela acdo dos tratamentos, considerando-se o conjunto de
variaveis da interacdo depdsito-alvo.

O grafico de dispersdao dos tratamentos e a relacdo entre as variaveis
consideradas na interacéo deposito-alvo é mostrado na Figura 17. E possivel notar a
relacdo de proximidade entre os seguintes tratamentos: T5, T4, T9, T10, T3 e T8
que continham a adicdo dos adjuvantes Lanzar®, Nimbus® e Aureo®, em ambas as
formulacdes de glyphosate. Esses tratamentos apresentaram maior proximidade as
linhas de absorgdo (Abs.), acido chiquimico (Ac.), revelando os maiores valores
encontrados para essas variaveis. Esse conjunto de tratamentos apresentou maior
afastamento da linha que representa o angulo de contato (AC), indicando menores
valores para esta variavel e, portanto, maior espalhamento do liquido sobre a
superficie da D. insularis. Em sintese, este conjunto de tratamentos apresentou
melhor performance sobre as variaveis da interacdo depdsito-alvo.

Por outro lado, os tratamentos T2, T6, T7e T11l, com a aplicagdo das
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formulacdes de glyphosate isoladas ou em mistura ao adjuvante Iharaguen-s®,
apresentaram maior proximidade a linha que representa o angulo de contato e
maiores distancias as linhas de absorcéo (Abs.) e acido chiquimico acumulado (Ac.),
0 que indica os menores valores encontrados para essas variaveis. Observa-se
ainda que as variaveis que representam o controle (C), a matéria seca (MS) e as
variaveis correspondentes as espessuras dos tecidos foliares (ET, ABA, ADA) néo
foram influenciadas pelos fatores formulacéo e adjuvante. Assim, pode-se inferir que
esse conjunto de tratamentos apresenta menor efeito sobre as variaveis da
interacdo depdsito-alvo. Nota-se ainda, que o tratamento testemunha apresentou 0s
maiores afastamentos em relacdo aos demais tratamentos, e proximidade as linhas

de ABA, ET, MS e ADA, indicando maiores valores para estas variaveis.

FIGURA 17 - COMPONENTES PRINCIPAIS, CP1 E CP2, DO CONJUNTO DE VARIAVEIS PERTENCENTES AOS
ENSAIOS DE INTERAGAO DO DEPOSITO-ALVO. TRATAMENTOS: T1 — TESTEMUNHA (AGUA); T2 -
FORMULAGAO SL (SL); T3 — SL + AUREO®; T4 — SL + NIMBUS®; T5 — SL + LANZAR®; T6 — SL
+ [HARAGUEN-S®; T7 — FORMULAGAO WG (WG); T8 — WG + AUREO®; T9 — WG + LANZAR®; T

10-WG + NimBUS®; T11 — WG + I[HARAGUEN-S®,
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Conforme apresentado na Tabela 19, boa parte das variaveis envolvidas no
estudo da interacdo depdsito-alvo apresenta correlacdo significativa. Valores de
correlacdo acima de 90% foram identificados para a associacdo entre as variaveis:
Ac. e Abs. (92%); ADA e C (-92%); C e MS (99%). As variaveis ME e ABA
apresentaram o menor numero de significancia nos testes de correlagdo, o que

reforca a informagdo sobre a menor importancia das mesmas para o0 presente
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estudo.
As correlacoes significativas confirmam a hipotese da relacéo entre a reducéo do
angulo de contato sobre a superficie e da espessura foliar no aumento do potencial

de controle de D. insularis, conferido pelo maior acimulo do acido chiquimico.

TABELA 20 - VALORES DO COEFICIENTE DE CORRELAGAO (R) E RESPECTIVA SIGNIFICANCIA (P-VALORES) PARA
A COMBINAGCAO DAS VARIAVEIS DE TAMANHO DE GOTAS, TENSAO SUPERFICIAL E DEPOSITO DA
PULVERIZACAO, CONSIDERANDO-SE O CONJUNTO DE TRATAMENTOS.

Var. AC ET ADA ME ABA Abs Ac. C. MS

------------------------------------- P-Valores ------------mmmmmmmmmme e
AC? - 0,38 0,01 0,01 056 0,00 0,00 0,02 0,05
ET.2 0,29 - 0 0,63 0,00 0,20 0,05 0,00 0,00
ADA3 0,74** 0,80** - 0,18 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00
ME* -0,71* 0,16 -0,44 - 0,69 0,07 0,12 0,57 0,64
ABA®> 0,20 0,81* 0,63* 0,14 - 0,58 0,3 0,04 0,02
Abs® -0,92* -0,42 -0,77** 0,41 -0,45 - 0,00 0,02 0,05
Ac.” -0,90** -0,61* -0,89** 0,5 -0,35 0,90** - 0,00 0,00
(o -0,68* -0,84* -0,92** 0,19 -0,63* 0,70* 0,89** - 0,00

MsS® 0,61* 0,84* 0,89 -0,16 0,67* -0,60 -0,84** -0,99** -

*Correlacdo significativa a 5% de probabilidade (p<0,01) **Correlacdo significativa a 1% de
probabilidade (p<0,01). !Angulo de contato (°) aos 30 s apds o deposito da gota; 2Espessura total
(um), 3Epiderme Adaxial (um), *Mesofilo (um), SEpiderme abaxial (um); Absorcdo (ug.g?), “Acido
chiquimico (ug.g1), 8Controle visual (%), °Matéria seca remanescente(%).

3.6 CONCLUSAO

Os adjuvantes apresentam maiores efeitos do que as formulagbes sobre as
variaveis da tecnologia de aplicacdo e fitointoxicacdo de D. insularis, promovendo
redugéo do potencial risco de deriva, aumento do espalhamento da calda sobre a
superficie-alvo e incremento da absorcdo do herbicida nos tecidos foliares.

A associacao dos adjuvantes 6leo mineral e alquil ester etoxilado ao glyphosate
potencializa o controle de D. insularis. Assim, provavelmente, diferengcas no controle

da planta daninha poderiam ser manifestadas em plantas sob condi¢cdes de estresse
e/ou situagdes ambientais criticas a pulverizagao.
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4 CAPITULO 3

FORMULACOES DE GLYPHOSATE E ADJUVANTES NA ABSORCAO,
METABOLISMO E CONTROLE DE Digitaria insularis RESISTENTE E
SUSCETIVEL AO HERBICIDA

4.1 RESUMO

O conhecimento dos mecanismos de resisténcia do capim amargoso (Digitaria
insularis) ao glyphosate, em conjunto com a tecnologia de aplicacdo séao
caracteristicas importantes na busca por métodos mais eficazes de controle desta
espécie daninha. Logo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
de formulacdes de glyphosate e adjuvantes na absor¢do, metabolismo e controle de
populacdes de D. insularis suscetivel e resistente ao herbicida. Para isso, dois
ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢cdes. Os tratamentos foram organizados em arranjo
fatorial 2x2x5+2: duas populacdes (resistente e suscetivel), duas formulacdes de
glyphosate (SL e WG), cinco combinacfes (sem adjuvante e os adjuvantes éster
metilico de 6leo de soja, 6leo mineral, alquil ester etoxilado, polioxietileno alquilfenol
éter), mais dois tratamentos testemunhas (populacfes resistente e suscetivel, sem
aplicacdo). O herbicida foi aplicado na dose de 1080 g e.a. ha! e as concentragdes
dos adjuvantes seguiram recomendacdo comercial para o controle de plantas
daninhas. No momento da aplicacédo as plantas encontravam-se no estadio de 2 a 4
perfilhos (0,20 e 0,40 m de altura). A determinacdo da absorcédo de glyphosate e
quantificacdo dos compostos: acido chiquimico, tirosina, triptofano, fenilalanina e
acido aminometilfosfénico (AMPA) foi feita 24 horas apés a aplicacdo do herbicida
(24 HAA), com quantificacdo simultanea por cromatografia liquida e espectrometria
de massas (LC/MS-MS). O controle das populacdes foi avaliado com base em
escala de notas dos sintomas visuais e da porcentagem da reducdo de massa seca,
em relacdo a testemunha (sem aplicacao). Os resultados revelaram que a absorcéo
do glyphosate aumenta com a adigdo dos adjuvantes: éster metilico de 6leo de soja,
oleo mineral e alquil éster etoxilado as caldas, ndo havendo diferenca na absorcao
entre populagdes suscetivel e resistente. Entretanto, o acumulo de acido chiquimico
e reducdo da producdo de aminoacidos aromaticos foi maior na populacao
suscetivel, em comparacdo a resistente. Os resultados sugerem que 0 mecanismo

de resisténcia de D. insularis ndo esteja envolvido com menor absor¢cdo do
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glyphosate e metabolizacdo do herbicida pela planta daninha.

Palavras-Chave: resisténcia a herbicidas, capim-amargoso, mecanismo de

resisténcia, acido aminometilfosfonico, acido chiquimico.



87

GLYPHOSATE FORMULATIONS AND ADJUVANTS IN UPTAKE, METABOLISM
AND CONTROL OF Digitaria insularis RESISTANT AND SUSCEPTIBLE TO
HERBICIDE

4.2 ABSTRACT

The knowledge of the resistance mechanisms of sourgrass (Digitaria insularis) to
glyphosate, together with the application technology is a relevant characteristic in the
search of more efficient control methods this weed species. Therefore, the present
work aimed to evaluate the influence glyphosate formulations and adjuvant on the
uptake, metabolism and control of susceptible and resistant D. insularis populations
to herbicide. For this, two trials were conducted in greenhouse in a completely
randomized design, with five replications. The treatments were arranged in scheme
fatorial 2 x 2 x 5 + 2: two populations (susceptible and resistant), two formulations of
glyphosate (SL and WG), five combinations (without adjuvant and plus addition of
methyl ester of soybean oil, mineral oil, ethoxylated alkyl ester, and polyoxyethylene
alkylphenol ether adjuvant), plus two control treatments (resistant and susceptible
populations, without application). The herbicide was applied at the dose of 1080 ¢
e.a. hal and the adjuvant concentrations followed commercial recommendation to
weed control. At moment of application the plants were in the stage of 2 to 4 tillers
(0.20 and 0.40 m high). The determination of glyphosate uptake and quantification of
the compounds: shikimic acid, tyrosine, tryptophan, phenylalanine and
aminomethylphosphonic acid (AMPA) was done 24 hours after application of the
herbicide (HAA), using liquid chromatography and mass spectrometry (LC/MS-MS).
Population control was assessed on the basis of visual symptom scores and the
percentage of dry mass reduction in relation to the control treatment (without
application). The results showed that the absorption of glyphosate increased with the
addition of methyl ester of soybean oil, mineral oil and ethoxylated alkyl ester
adjuvants, and there was no difference in the absorption between susceptible and
resistant populations. However, the accumulation of shikimic acid and reduction of
the aromatic amino acid was higher in the susceptible population, in comparison to
the resistant one. The results suggest that the D. insularis resistance is not involved

less glyphosate uptake and herbicide metabolism by weed plant.

Key words: herbicide resistance, sourgrass, resistance mechanism, shikimic acid.
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4.3 INTRODUCAO

O Glyphosate, N-(fosfonometil) glicina, € um herbicida de pds-emergéncia, do
grupo quimico das glicinas substituidas, pertencente ao Grupo G (HRAC-BR, 2016).
Seu mecanismo de acdo envolve a ligacdo do herbicida a EPSPS (5-
enolipiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) ap0s a associacdo da molécula ao seu
primeiro substrato, o composto chiquimato-3-fosfato (C3P) (SCHONBRUNN et al.,
2001) formando o complexo EPSPs-S3P-glyphosate. A formagcao desse complexo
resulta no acumulo de acido chiquimico no vacuolo e bloqueio da producdo dos
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina) essenciais ao
crescimento e desenvolvimento vegetal (FRANZ et al., 1997).

Entre as plantas daninhas que apresentam recomendag&o para o controle pelo
glyphosate, destaca-se a Digitaria insularis. Essa espécie € uma planta daninha
perene, de propagacdo tanto por sementes, quanto por rizomas. Essa planta
daninha passou a ter importancia nas regifes agricolas brasileiras a partir da
ocorréncia do primeiro relato de resisténcia, identificado em 2008, no oeste do
estado do Parana (HEAP, 2017).

Alguns trabalhos identificaram que a resisténcia desta espécie daninha esta
associada a um conjunto de quatro mecanismos distintos, entre eles, a diferenca na
taxa e na absorcdo total do herbicida (CARVALHO et al.,, 2012). Entretanto,
trabalhos recentes, encontraram que a absorcdo e a diferenciacdo enzimatica nao
seriam 0s mecanismos pelos quais a D. insularis manifesta resisténcia ao glyphosate
(MELO, 2015). Sendo assim, maiores investigacdes sobre o tema sdo necessarias
para melhor elucidacdo do assunto.

Esta planta daninha possui ainda quantidade acentuada de cera presente em
sua superficie foliar, que normalmente confere dificuldades a penetracdo de
substancias com caracteristicas hidrofilicas como o glyphosate (SATCHIVI, 2014).
Assim, mesmo que a resisténcia ndo esteja associada a absor¢cdo, espera-se que
mudanc¢as na composi¢ao das caldas de aplicagdo possam proporcionar aumento
na penetracao e absorcdo do herbicida em D. insularis, com possiveis efeitos sobre
a resposta no controle da planta daninha, de forma especial as populactes
resistentes.

O acumulo do acido chiquimico e a reducdo dos aminodcidos aromaticos

(tirosina, triptofano e fenilalanina) pode ser utilizado como indicativo da interagao
entre o herbicida glyphosate e a EPSPS. Logo, esse trabalho teve por objetivo
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avaliar a influéncia de formulacbes de glyphosate e adjuvantes na absorcao,
producdo de compostos da rota do &cido chiquimico e controle de populacdes de D.
insularis suscetivel e resistente ao herbicida.

4.4 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo para avaliar a
influéncia de formulacdes de glyphosate e adjuvantes sobre a absor¢édo, producéo
de compostos da rota do acido chiquimico e controle de D. insularis. Os ensaios
foram instalados no dia 01.09.2016, sendo conduzidos em casa de vegetacdo do
Departamento de Protecdo Vegetal (22°50'41.20"S; 48°26'6.65"0) da Universidade
Estadual Paulista, FCA/UNESP, Campus de Botucatu, SP.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes. Os tratamentos foram organizados em arranjo fatorial 2 x 2 x 5+2, sendo
duas populacdes de D. insularis [suscetivel (S) e resistente (R)], duas formulacdes
de glyphosate (sal de isopropilamina e sal de aménio), cinco combinacdes [(sem
adjuvante, e com os adjuvantes polioxietileno alquilfenol éter (lharaguen-s®), éleo
mineral (Nimbus®), alquil ester etoxilado de &acido fosférico (Lanzar®) e éster metilico
de 6leo de soja (Aureo®)] mais dois tratamentos testemunha (populacéo suscetivel e
resistente, sem aplicacdo), totalizando 22 tratamentos. As formulacbes de
glyphosate foram aplicadas na dose de 1080 g e.a.ha?! e os adjuvantes foram
adicionados as caldas de pulverizacdo seguindo a recomendacédo para o controle de
plantas daninhas, conforme a Tabela 20.

As populacbes de D. insularis R (Fator de resisténcia de 13,56) e S ao
glyphosate, usadas nos experimentos foram previamente caracterizadas em ensaio
de curva dose-resposta, sendo estas correspondentes as populacdes 49 e 60,
apresentadas no capitulo 1 (Subitem 2.5.5). A semeadura dos ensaios foi feita em
vasos de polietileno com capacidade de 1 L e preenchidos com substrato comercial
(Carolina Soil®). Apés a emergéncia das plantas foi feito o desbaste das mesmas,
deixando-se trés plantas distribuidas em cada vaso. Cada vaso representou a
unidade experimental.

A aplicacdo dos tratamentos foi feita em laboratorio, utilizando agua destilada,
sob condicdes ambientais controladas: temperatura de 24°C, umidade relativa de
60% e auséncia de ventos. Quando as plantas atingiram o estadio de 2 a 4 folhas

completamente expandidas, utilizando-se um sistema de pulverizagdo movel com
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controle de velocidade e pressdo. O sistema foi equipado com barra de 3,0 m de
comprimento, contendo pontas de jato plano do tipo AXI 11003 (Jacto®), espacadas
de 0,5 m. O equipamento foi regulado para operar a pressao de 200 kPa, em
velocidade de deslocamento de 5 km.h, provendo volume de calda correspondente
a 200 L.ha.

TABELA 21 - DESCRIGAO DOS TRATAMENTOS ENVOLVENDO POPULAGOES DE D. INSULARIS (POP.) SUSCETIVEL
(S) E RESISTENTE (R); FORMULAGOES DE GLYPHOSATE [I.A (SL E WG)] E ADJUVANTES (MARCA
COMERCIAL), COM RESPECTIVA DOSE DE GLYPHOSATE + ADJUVANTE (G E.A. HA-1+ V.v-1).

Pop. Formulacao Adjuvante Dose [(g. hal+v.v! (%)]
1-S - - -

2-S Sal isopropilamina (SL?Y) - 1080
3-S Sal isopropilamina (SL) Aureo® 1080 + 0,1 (%)
4-S Sal isopropilamina (SL) Nimbus® 1080 + 0,5 (%)
5-S Sal isopropilamina (SL) Lanzar® 1080 + 0,5 (%)
6-S Sal isopropilamina (SL) Ilharaguen-s® 1080 + 0,01 (%)
7-S Sal Amonio (WG?) - 1080
8-S Sal Amoénio (WG) Aureo® 1080 + 0,1 (%)
9-S Sal Amoénio (WG) Nimbus® 1080 + 0,5 (%)
10-S Sal Amoénio (WG) Lanzar® 1080 + 0,5 (%)
11-S Sal Aménio (WG) Ilharaguen-s® 1080 + 0,01 (%)
12-R - - -

13-R Sal isopropilamina (SL) - 1080

14 -R Sal isopropilamina (SL) Aureo® 1080 + 0,1 (%)
15-R Sal isopropilamina (SL) Nimbus® 1080 + 0,5 (%)
16 -R Sal isopropilamina (SL) Lanzar® 1080 + 0,5 (%)
17 -R Sal isopropilamina (SL) Ilharaguen-s® 1080 + 0,01 (%)
18-R Sal Aménio (WG) - 1080
19-R Sal Amonio (WG) Aureo® 1080 + 0,1 (%)
20-R Sal Amoénio (WG) Nimbus® 1080 + 0,5 (%)
21-R Sal Amoénio (WG) Lanzar® 1080 + 0,5 (%)

22-R

Sal Amoénio (WG)

Iharaguen-s®

1080 + 0,01 (%)

1Roundup Original®; 2Roundup WG®

4.4.1 Absorcdo de glyphosate e determinacdo simultdnea de compostos
pertencentes arota do acido chiquimico
O ensaio para determinacdo dos referidos compostos foi conduzido no Nucleo
de Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM) da FCA/UNESP, Campus de
Botucatu, SP. A semeadura da D. insularis e a aplicacdo dos tratamentos foram
realizadas nos dias 01/07/2016 e 16/08/2016, respectivamente.
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Foram utilizadas cinco repeticbes por tratamento representadas por vasos
contendo trés plantas cada. ApOs a aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram
deixadas por 24 horas em casa de vegetacdo. Em seguida, foram cortadas rente a
superficie do solo e armazenadas em sacos de polietileno, previamente
identificados.

O glyphosate presente na superficie das plantas foi removido por meio da
lavagem com 300 ml de agua destilada, adicionada em trés vezes de 100 mL. As
amostras foram entdo levadas para secar em estufa, com circulacdo de ar forcada, a
65+ 5 °C, até que apresentassem massa constante. Logo em seguida, as plantas
foram armazenadas em freezer até serem maceradas utilizando-se nitrogénio
liquido. Os demais procedimentos utilizados nesse ensaio seguiram metodologia
descrita por Gomes et al. (2015). O glyphosate absorvido e o acido chiquimico foram
qguantificados simultaneamente por técnica de cromatografia e espectrometria de
massas (LC-MS/MS).

4.4.2 Controle de populacdes de D. insularis

As avaliagbes de controle foram feitas com base nos sintomas visuais e na
massa seca residual, aos 21 DAA. Para isso, foi utilizada uma escala atribuindo-se
notas que variaram entre 0% (auséncia de sintomas) e 100% (morte das plantas),
conforme Asociacion Latinoamericana de Malezas (1974). As plantas foram entdo
cortadas rente a superficie do solo e armazenadas em sacos de papel devidamente
identificados. Posteriormente, foram levadas para secagem em estufa de circulagéao
de ar forcada sob temperatura de 65 + 5 °C até que atingissem massa constante.
Em seguida, as plantas foram pesadas em balanca analitica de precisdo e os dados
foram utilizados para célculo da porcentagem de massa seca, em relacdo a
testemunha (sem aplicagéo).

4.4.3 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Levene (P> 0,05) e
Shapiro Wilk (P> 0,05), para a verificagcdo da homocedasticidade e normalidade dos
erros, respectivamente. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de
variancia e aplicagéo do teste F. Quando verificada diferencga significativa, as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).
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Adicionalmente, realizou-se analise de correlagdo para a associacdo entre as
variaveis de absorcdo, compostos da rota do acido chiquimico e controle das

populacdes de D. insularis suscetivel e resistente (P<0,05).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa na absorcdo de glyphosate entre populacéo
resistente e suscetivel (Tabela 21). No entanto foi constatada diferenca no acumulo
de acido chiquimico, em torno de 4 vezes maior na populacéo suscetivel (S), quando
comparada a populagéo resistente (R). Isso indica que apesar de haver semelhanca
na absorcdo entre populagbes R e S, a interacdo do herbicida glyphosate com a
enzima alvo (EPSPS) é expressivamente distinta. Tais resultados corroboram com
os encontrados por Melo (2011 e 2015), que constatou haver semelhanca na
absorcdo do glyphosate entre populacdes de D. insularis R e S ao herbicida, e
diferenca na producao do &cido chiquimico entre essas populacdes.

Na populacdo suscetivel, a quantidade de &cido chiquimico encontrada na
testemunha foi aproximadamente 10 vezes menor em relacdo aos tratamentos
herbicidas. Por outro lado, na populacdo resistente, apenas dois tratamentos
herbicidas apresentaram maior quantidade de &cido chiquimico em comparacdo a
testemunha, sem aplicacédo. Estes tratamentos foram compostos pelas associacdes
entre os adjuvantes Lanzar® e lharaguen-s® e a formulagdo SL, com incremento de
até 2,4 vezes da quantidade de acido chiquimico acumulado. Sendo assim, espera-
se que estes tratamentos possam contribuir, pelo menos em parte, para o controle
da D. insularis resistente, mesmo que este ndo atinja niveis satisfatorios.

A Unica diferenca significativa encontrada entre as formulacdes herbicida foi
constatada na populagéo suscetivel. Nesta populacdo, o adjuvante a base de éster
metilico de 6leo de soja (Aureo®) associado a formulacdo SL proporcionou maior
absorcdo do glyphosate em comparacdo a formulacdo WG. Essa diferenca foi de
aproximadamente 30% a mais obtida para a primeira formulacéo, em relacdo a WG,
demonstrando a maior afinidade da associacédo entre os produtos de composicao
oleosa.

A adicédo dos adjuvantes Aureo®, Nimbus® e Lanzar® proporcionou incremento
significativo na absorcéo, sendo este comportamento observado tanto na populagéo

resistente quanto na suscetivel. Os incrementos na absorgédo chegaram a 170% com
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a adicdo do adjuvante Nimbus® a formulacdo SL e 113% com a adi¢édo do adjuvante
Lanzar® a formulacdo WG, em comparacdo as formulacdes sem associagdo aos
adjuvantes. Esses resultados evidenciam haver beneficios na adicdo de adjuvantes
oleosos em mistura ao glyphosate.

Em resposta ao incremento na absorcdo proporcionada pelos adjuvantes
oleosos houve aumento da quantidade de acido chiquimico acumulado identificado
nas plantas suscetiveis ao herbicida. O mesmo comportamento néo foi observado
para a populagéo resistente, na qual o incremento na absor¢cdo ndo apresentou
resposta ao aumento da quantidade de acido chiquimico, reforcando a informacéao

sobre a menor interacdo do herbicida com a enzima EPSPS.

TABELA 22 - ABSORGAO DE GLYPHOSATE (uG. G1) E ACIDO CHIQUIMICO ACUMULADO (uG. G1) EM
POPULAGOES DE D. INSULARIS SUSCETIVEL (S) E RESISTENTE (R), 24 HORAS APOS A APLICAGAO
DOS TRATAMENTOS HERBICIDAS.

Pop. Adj. Formulacao (F)
(P) (A) SL WG SL WG
------ Absorc¢éo (ug. gt)------- ----Acido Chiquimico (ug. g)------
- 2,5aaAAoca 3,2 aaAAaa 472,6 bbAAaa 560,0 bbAAaa
Aureo 5,8 aaBBBR 4,0 aaAAaa 679,0 bbAABYy 606,8 bbAAaR
S Nimbus 6,8 aaAABB 5,1 aaAAaa 657,5 bbAABYy 647,4 bbAAaP
Lanzar 6,5aaAABB 5,5 aaAAaa 744,0 bbAAyy  745,4 bbAABRB
lhar. 2,9 aaAAaa 3,4 aaAAaa 557,0 bbAAaB 513,2 bbAAaa
Test (S) - 52,0
- 3,19 aaAAaa 2,91aaAAca 126,9 aaAAaa” 137,0 aaAAaa”
Aureo 5,95 aaAABy 4,42aaAAaf 169,9 aaAAaa” 153,6 aaAAaa”
R Nimbus 5,16 aaAAaBy 4,65aaAAap 162,8 aaAAaa” 173,4 aaAAad”
Lanzar 6,77 aaAAyy 6,21aaAAyy 224 4 aaAAoca 160,0 aaAAad”
lhar. 3,68 aaAAaf 2,46 aaAAaa 188,8 aaAAaa 130,8 aaAAaa”
Test (R) - 94,0"
CV% Fp: 0,0™; Fr. 7,0™; Fa:22,1" Fp=774,7"F=0,9"; Fa=9,1"
30,31 Fpxt = 0,09"S; Fpxa = 1,0™; Fpxt = 0,24"S; Fpxa = 4,18
Fixa = 1,33"S; Fpxixa = 0,978 Fxa = 1,25"; Fpxixa = 0,591
20,95

Fratxtest(s): 141.77**,

O primeiro par de letras minUsculas compara as populacdes nas formulacdes de glyphosate e
adjuvantes. O segundo par de letras mailsculas compara as formulacdes de glyphosate nas
populacdes de D. insularis e adjuvantes. O terceiro par de letras gregas compara os adjuvantes nas
populacdes e formulagcdo. Tratamentos com letras iguais, ha comparacéo de cada fator, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05)
“Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), "™nao significativo (p>0,05). A comparacdo da
testemunha com os demais tratamentos foi feita pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Houve diferenca significativa na quantidade de aminoacidos 24 horas apés a
aplicacdo do glyphosate entre a populacdo resistente e suscetivel (Tabela 22).
Maiores quantidades de aminoacidos foram identificadas na populacao resistente, o
que indica menor bloqueio na rota metabdlica do &cido chiquimico nesta populagéo.
Adicionalmente, observa-se que na populacdo resistente houve incremento da
producdo do aminoacido fenilalanina, em comparacdo ao tratamento testemunha,
sem aplicagdo. Este fato revela que houve estimulo da producdo deste aminoacido
em plantas da populacao resistente, apos a aplicagdo do glyphosate.

Segundo Belz (2014), o estimulo ao crescimento e producdo de compostos
favoraveis ao desenvolvimento das plantas em resposta a aplicacao de herbicida é
um fendmeno conhecido como hormesis. Este fen6meno normalmente ocorre
guando plantas sédo expostas a subdoses de herbicidas. Entretanto, plantas
daninhas resistentes podem manifestar o mesmo efeito quando submetidas a dose
comercial do herbicida.

Na populagédo resistente, nenhum dos tratamentos herbicidas foi capaz de
reduzir a quantidade de aminoacidos nos tecidos da planta, em comparacdo ao
tratamento testemunha, sem aplicacdo. Por outro lado, na populacdo suscetivel
houve reducéo significativa da quantidade de aminoacidos nos tecidos da planta,
para a maior parte dos tratamentos. Este fato revela, mais uma vez, a ineficiéncia no
blogueio da rota metabdlica pelo glyphosate na populacdo resistente quando
comparada a populacdo suscetivel.

As Unicas diferencas significativas encontradas entre a comparacdo das
formulacdes herbicidas na quantidade dos aminoacidos presentes nos tecidos da D.
insularis foram verificadas na populagdo resistente. Nesta, foi encontrada menor
quantidade do aminoécido fenilalanina quando o adjuvante Lanzar® foi associado a
formulacdo SL, em comparacdo a WG. Outra diferenca foi constatada para o
aminoacido tirosina, no qual o adjuvante lharaguen-s® adicionado em mistura a
formulacdo WG apresentou menor quantidade de tirosina, em comparacao a mistura
deste adjuvante na formulacdo SL. Esses resultados indicam haver efeitos positivos
na mistura entre de adjuvantes e formulagcdes herbicidas com polaridade
semelhante.

Menores quantidades dos aminoacidos fenilalanina e tirosina foram identificadas
na populacdo suscetivel quando esta foi submetida a aplicagdo das misturas

contendo os adjuvantes Aureo® e Lanzar® adicionados a formulacdo SL. Este fato
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revela haver maior potencial de controle de D. insularis, quando essas misturas sao
utilizadas.

Nesta populacdo, a associacdo do adjuvante Lanzar® a formulagdo SL
proporcionou maior porcentagem de controle visual (C) e reducéo da porcentagem
de matéria seca (MS) em relacdo a associacdo com a formulacdo WG. Por outro
lado, a associacdo do Aureo® as formulagées SL e WG proporcionou menores niveis
de controle, 21,3% e 18,67%, respectivamente em populacdo resistente ao
glyphosate. Apesar disso, as formula¢cdes herbicidas e os adjuvantes contribuiram
com o controle da populacdo resistente (R) proporcionando menor MS na
formulacdo WG, em comparacao a formulacdo SL, o que evidencia a dependéncia
nas associacoes entre adjuvantes e formulagbes para a obtencdo de melhores
resultados de controle.

Houve reducdo de até 74% da quantidade de matéria seca da populacéo
resistente quando esta foi submetida aos tratamentos que utilizaram os adjuvantes
Aureo® e Nimbus® em associacdo a formulacdo WG, e os adjuvantes Nimbus®,
Lanzar® em associacdo a formulacdo SL, indicando haver controle parcial da
populacdo resistente. No entanto, as formulacdes herbicidas isoladas ndo foram
capazes de reduzir a matéria seca da populacdo resistente em comparacdo ao

tratamento testemunha.
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TABELA 23 - AMINOACIDOS AROMATICOS: FENILALANINA, TIROSINA E TRIPTOFANO (uG. G™1) EM D. INSULARIS, 24 HORAS APOS A APLICAGAO DOS TRATAMENTOS

Pop. Adj. Formulacao (F)
P) (A SL WG SL WG SL WG
------------ Fenilalanina (ug. g)-----------  ----------—----Tirosina (ug. g)------------  -------—----Triptofano (ug. gt)----------

S - 363,80aaAABR”  315,60aaAAaa’ 319,20aaAABR” 267,40aaAAaa 185,20aaAAca” 170,80aaAAaa
Aureo 246,40aaAAaa 307,20aaAAaa 215,00aaAAaa 249,40aaAAaa 163,80aaAAaa  180,60aaAAaa’
Nimbus 307,75aaAAaf 290,00aaAAaa 237,50aaAAab  235,40aaAAaa 180,00aaAAca” 162,40aaAAaa
Lanzar 268,00aaAAaa 254,60aaAAaa 195,20aaAAaa 205,20aaAAaa 166,40aaAAaa  160,80aaAAaa
Ihar. 299,80aaAAap 302,80aaAAaa 273,60aaAAab  254,00aaAAaa 181,40aaAAca” 170,80aaAAaa

Test (S) 387,20° 343,60" 215,00"

R - 422,20aaAABB 435,80bbAAaa 344,80aaAAaca” 335,60bbAAaa” 196,00aaAAaa” 205,20aaAAacda”
Aureo 466,40bbAABR 415,60bbAAaa 371,20bbAAaa 331,40bbAAca’ 202,40aaAAca” 187,40aaAAaa’
Nimbus 399,80bbAAaf 387,80bbAAaa’ 339,20bbAAca”  325,00bbAAaa” 186,20aaAAaa” 180,20aaAAada”
Lanzar 358,60bbAAaa’ 426,00bbBBaa 296,60bbAAca”  327,00aaAAaa” 160,40aaAAca” 183,80aaAAaa”
Ihar. 401,00bbAAbb 419,40bbAAaa 358,80bbBBaa”  297,40bbAAaa” 188,40aaAAaa” 220,00bbAAaca’

Test (R) 298,75" 269,25" 171,25

CV (%): Fp=138,42"; F1=0,04"S; Fa = 3,49"; Fp=87,56"; Fi=1,74"; Fa = 4,43™ Fp=8.5"; Fr=0.0"; Fa=1.7" 1.67"s

Abs. = 30,31 Fpxi=0,27"S; Fpxa = 1,87, Fpxi= 0,49"S; Fpxa = 2,19" Fpxt = 1.34"S; Fpxa = 0.32"

AC 2005 Fixa= 0,68"; prfxa: 2,82* Fixa=1.31"S; prfxa =1,26" Fxa=0,40"s; prfxa =0.97ms

Ffatxtest(S): 19.96**; Ffatxtest(R): 22.06™ Ffatxtest(S): 29.04**; Ffatxtest(R): 7.16" Ffatxtest(S): 19.54**; Ffatxtest(R)Zl.lSns

O primeiro par de letras mindsculas compara as populacdes nas formulacdes de glyphosate e adjuvantes. O segundo par de letras mailsculas compara as
formulacBes de glyphosate nas diferentes populagbes de D. insularis e adjuvantes. O terceiro par de letras gregas compara os adjuvantes nas diferentes
populacdes e formulacdo. Tratamentos com letras iguais, na comparacdo de cada fator, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
*Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) **Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), "néo significativo (p>0,05). A comparac¢do da testemunha com
0s demais tratamentos foi realizada pelo teste de Dunnett (p<0,05)
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TABELA 24 - NOTAS DOS SINTOMAS VISUAIS DE CONTROLE (%) E MASSA SECA RESIDUAL (%) DE D.

INSULARISAOS 21 DIAS APOS A APLICACAO DOS TRATAMENTOS.

Pop. Adj. Formulacao (F)
(P) (A) SL WG SL WG
------------ Controle (%)-----------  -----Massa seca residual (%)----
- 98,5 bbAAaa 98,5 bbAAaa 17,9 aaAAaa 22,5 aaAAaa
Aur. 98,5 bbAAaa 98,5 bbAAaa 22,5 aaAAaca 17,3 aaAAaa
S Nim. 100,0 bbAAaa 100,0 bbAAaa 28,5 aaAAaa 22,9 aaAAaa
Lanz 100,0 bbAAaa 100,0 bbAAaa 23,4 aaAAaa 28,2 aaAAaa
Ihar. 96,2 bbAAaa 96,2 bbAAaa 18,1 aaAAaca 15,4 aaAAaa
Test (S) - 100*
- 27,83 aaBBaa 16,17 aaAAaa 60,82 bbAAaB" 57,03 bbAAaR"
Aur. 21,33 aaAAaB 18,67 aaAAca 76,22 bbBBBR" 47,08 bbAAaf
R Nim. 33,83 aaAAaB 38,50 aaAABBR 43,85 aaAAaf 26,07 aaAAaa
Lanz 54,33 aaBByy 23,67 aaAAoa 28,43 aaAAaa 52,82 aaAAap’
lhar. 39,83 aaBBBB 20,83 aaAAaa 37,76 aaAAaa 82,81 bbBBBR"
Test (R) - 100"
Fp= 2178,88"; Fr=14,90" Fp=48,13";Ff = 0,12"
CV (%) Fa=7,12"; Fpxt = 17,05™ Fa=0,88"; Fr = 0,29
C=12.68 Fpxa = 5,75™; Fixa = 3,98 Foxa = 2,90"; Fixa = 2,97*
MS = 64.16

prfxa = 4,80**

prfxa: 2,3"s; Ffatxtest(S): 145,9**
Ffatxtest(R) = 14,25**

O primeiro par de letras, mindscula, compara as populacdes nas formula¢des de glyphosate e
adjuvantes. O segundo par de letras, mailscula, compara as formulagbes de glyphosate nas
populacdes de D, insularis e adjuvantes. O terceiro par de letras, grega, compara os adjuvantes nas
diferentes populagBes e formulacdo. Tratamentos com letras iguais, na comparacdo de cada fator,
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). "Significativo a 5% de probabilidade
(p<0,05) Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), "nao significativo (p>0,05). A comparacao da
testemunha com os demais tratamentos foi realizada pelo teste de Dunnett (p<0,05).

4.6 CONCLUSAO

Com base nos resultados € possivel afirmar que o controle da populacdo de D.
insularis resistente ao glyphosate pode ser otimizado pelo uso de adjuvantes
oleosos, com destaque ao alquil ester etoxilado do acido fosférico, com aumento da
absorcao e controle da planta daninha.

Apesar dos adjuvantes terem proporcionado incrementos consideraveis da
absorcao do herbicida, o bloqueio da rota metabolica, em plantas resistentes, nao foi
suficiente para garantir o controle satisfatorio da planta daninha. Assim, & possivel
concluir que o mecanismo de resisténcia da D. insularis ndo esta associado a

reducdo da absorcéo pela planta, bem como a degradacdo do herbicida pela planta
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resistente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos dos aspectos da resisténcia do capim-amargoso possibilitaram
identificar que a resisténcia ao glyphosate encontra-se em niveis alarmantes para as
diferentes populacdes coletadas nos estados do Parana e Sao Paulo. Além disso, foi
constatada a presenca de maiores niveis de resisténcia comparativamente aos
resultados encontrados em anos anteriores a essa pesquisa, 0 que revela o
aumento da magnitude da resisténcia dessa espécie daninha ao herbicida.

Ainda ndo foram encontrados casos de resisténcia ao herbicida clethodim,
tampouco a resisténcia multipla da espécie nas regides onde os estudos foram
feitos.

Apesar de ndo ter sido alvo da pesquisa, os estudos de sensibilidade a
herbicidas evidenciaram que algumas populacdes de D. insularis apresentaram
estimulo ao crescimento quando submetidas a aplicagdo do glyphosate, o que
possivelmente possa estar relacionado ao efeito hormético identificado em algumas
das populacdes que foram estudadas.

Os estudos da frequéncia de sensibilidade de populacdes aos herbicidas foram
precisos em estimar a variabilidade das respostas das populacdes a aplicacado do
glyphosate, facilitando, assim, a comparacdo em pesquisas futuras, com
possibilidade de usos em programas de monitoramento de diferentes espécies
resistentes a herbicidas.

A aplicacédo de adjuvantes junto a caldas contendo glyphosate foi considerada
uma medida util, para garantia do melhor aproveitamento do herbicida no controle da
D. insularis e prevencao da deriva das aplicacdes. No entanto, foi observado que os
adjuvantes apresentam diferencas notérias entre eles sobre as diversas variaveis da
tecnologia de aplicacdo e interacdo depdésito-alvo, devendo as mesmas estar sendo
observadas para a indicacdo quanto ao uso dos adjuvantes. Além disso, as relacdes
de dependéncia entre os fatores formulacdo e adjuvante, revelaram que as
recomendacOes devem ser realizadas observando a caracteristica de dependéncia
entre os fatores.

Na terceira etapa do trabalho foi visto que apesar dos adjuvantes terem
proporcionado incrementos na absorcéo do herbicida pela populagéo resistente, isso
nao foi suficiente para controlar de forma satisfatoria a planta daninha. Assim, pode-

se inferir que mecanismo de resisténcia da D. insularis ndo esta envolvido a menor
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absorcao do herbicida pelas populacdes resistentes, bem como a metabolizacdo do

herbicida pela planta.
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