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RESUMO

A exportacdo de café é determinante para a economia do Espirito Santo. Desde a introducéo do
Glifosato, este herbicida tem sido aplicado repetidas vezes numa mesma area, pratica que
contribuiu para selecdo de bidtipos de plantas daninhas resistentes. O objetivo deste trabalho
foi detectar e caracterizar plantas daninhas suspeitas de resisténcia ao Glifosato, que ocorrem
em lavouras cafeeiras dos municipios de Vargem Alta e Alegre, e estimar as variaveis
estomaticas e variaveis fisiologicas para a discriminacdo da resisténcia. Para isso, propagulos
das plantas suspeitas de resisténcia foram coletados em lavouras de café dessas regides. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias
da Universidade Federal do Espirito Santo, municipio de Alegre. Foram avaliados seis bidtipos
de Digitaria insularis no delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes, e a parcela
experimental constituida por vasos de seis biotipos com cinco aplica¢fes do herbicida. As
variaveis estomaticas foram mensuradas 14 dias da aplicacdo do herbicida (DAA) e as variaveis
fisioldgicas foram mensuradas aos 30 DAA. O bidtipo B6, foi caracterizado como suscetivel,
apresentando diferencas em razdo da maior densidade estomatica e maior condutancia
estomatica e por ndo resistir as doses de glifosato aplicadas, apresentando menores
desempenhos quanto aos indices fisioldgicos de balango de nitrogénio, antocianina, flavonoides
e clorofila. Ja os demais biétipos (B1, B2, B3, B4 e B5) se caracterizaram como resistentes,
houve modificacbes quanto aos indices fisiologicos de balanco de nitrogénio, antocianina,
flavonoides e clorofila, porém os biotipos resistiram as doses de glifosato aplicadas,

confirmando que a agéo do herbicida néo refletiu na eficiéncia de controle.

Palavras-chaves: Biotipos. Café. Resisténcia



ABSTRACT

Coffee exports are crucial for the economy of Espirito Santo. Since the introduction of
Glyphosate, this herbicide has been applied repeatedly in the same area, a practice that has
contributed to the selection of resistant weed biotypes. The objective of this work was to detect
and characterize weeds suspected of resistance to glyphosate, which occur in coffee crops in
the municipalities of Vargem Alta and Alegre, and to estimate the stomatal and physiological
variables for resistance discrimination. For this, propagules of plants suspected of resistance
were collected from coffee plantations in these regions. The experiment was carried out in a
greenhouse at the Center for Agricultural Sciences and Engineering at the Federal University
of Espirito Santo, in the municipality of Alegre. Six Digitaria insularis biotypes were evaluated
in a completely randomized design with 5 replications, and the experimental plot consisted of
vases of six biotypes with five herbicide applications. Stomatal variables were measured 14
days after herbicide application (DAA) and physiological variables were measured at 30 DAA.
The B6 biotype was characterized as susceptible, presenting differences due to the higher
stomatal density and greater stomatal conductance and for not resisting the glyphosate doses
applied, presenting lower performances regarding the physiological indices of nitrogen balance,
anthocyanin, flavonoids and chlorophyll. The other biotypes (B1, B2, B3, B4 and B5) were
characterized as resistant, there were changes regarding the physiological indices of nitrogen,
anthocyanin, flavonoids and chlorophyll balance, but the biotypes resisted the doses of

glyphosate applied, confirming that the herbicide action did not reflect on control efficiency.

Keywords: Biotypes. Coffee. Resistance
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1. INTRODUCAO GERAL

O Coffea L., pertence a familia Rubiaceae e é originério do continente africano. O
género compreende mais de cem espécies, destacando se economicamente Coffea ardbica L. e
Coffea canephora Pierre ex Froehner (KALSCHNE et al., 2018; LEMES, 2005). Entre os
estados brasileiros, Minas Gerais € 0 maior produtor, representando 52,3% do café produzido,
seguido por Espirito Santo e Sdo Paulo, com producdo de 10,1 milhdes (21,3%) e 4,6 milhGes
de sacas (9,7%), respectivamente.

Com objetivo de melhorar a producdo de café, o controle das plantas daninhas é
considerado um dos requisitos cruciais para 0 sucesso na producdo. A aplicacao de herbicidas
tem sido a ferramenta adotada com maior frequéncia para o controle dessas plantas sendo
importantes devido a eficacia, facilidade de utilizacdo e viabilidade de custos (DAVIS e
FRISVOLD, 2017). O glifosato, é o herbicida mais consumido no mundo desde que foi
introduzido pela primeira vez em meados de 1974, possui acao direta na via do chiquimato,
inibindo a sintese de aminoacidos fundamentais para a producdo de diversos compostos
bioguimicos nas plantas (NELSON, 2008).

A resisténcia ocorre naturalmente devido a selecdo de individuos em populacGes com
variabilidade genética (HOLT et al. 1993). Diante disso, as daninhas resistentes aos herbicidas
sdo aquelas que sobrevivem quando expostas a doses que seriam letais aos individuos
suscetiveis, sendo essa uma capacidade natural e herdavel de determinados biétipos da mesma
espécie (CHRISTOFFOLETI, LOPEZ-OVEJERO, 2004).

No Brasil, existem diversas espécies de plantas daninhas que acometem as lavouras de
café. Uma das principais e que gera inimeros prejuizos € o capim-amargoso, Digitaria
insularis (L.) Mez ex Ekman (MACHADO et al., 2006) a espécie citada possuem alta
incidéncia nas lavouras de café do Espirito Santo. Logo, a resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas € uma preocupacéo crescente na agricultura moderna. A D. inularis, conhecida como
capim-amargoso, é uma espécie de planta daninha de dificil controle que tem apresentado
resisténcia ao herbicida glifosato em diversos locais.

Diversos estudos tém se dedicado a investigar as variacOes fisioldgicas em bidtipos de
plantas daninhas resistentes ao glifosato. Alguns desses sugerem que o glifosato pode afetar o

metabolismo das plantas, levando a alteragbes nos niveis de compostos bioquimicos
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importantes. Para isso, a caracterizagdo de bidtipos resistentes pode ser baseada em
caracteristicas estomaticas e fisioldgicas. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo detectar
biotipos resistentes (R) e suscetiveis (S) ao herbicida glifosato, com intuito de entender as
relacGes entre os diferentes grupos de plantas e sua resisténcia ao glifosato e identificar padrbes

ou similaridades entre os bidtipos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar populagdes de capim-amargoso com potencial de resisténcia ao mecanismo
de acdo do Glifosato, provenientes de lavouras cafeeiras do estado do Espirito Santo, a partir

de variaveis estomaticas e fisioldgicas.

2.2 Objetivos especificos

e Estimar parametros estomaticos a e fisioldgicos relacionados a resisténcia ao glifosato
em populacOes de capim-amargoso.

e Auvaliacdo da morfometria estomética de bidtipos de capim-amargoso com potencial de
resisténcia Glifosato.

e Estimacdo de indices fisiologicos potencialmente relacionados a resisténcia de bidtipos

de capim-amargoso ao Glifosato.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 plantas daninhas
De acordo com Pitelli (2015) o conjunto de plantas que infestam &reas agricolas,

pecudrias e de outros setores do interesse humano, sdo conceituadas como daninhas. Plantas
que ocupam locais onde por qualquer motivo, a cobertura natural foi extinta e o solo tornou-se
total ou parcialmente exposto. Ou seja, as plantas espontaneas ainda podem ser qualquer planta
superior que venha interferir no quesito econdémico afetando o interesse do homem e do meio
ambiente, podendo causar inimeros prejuizos. Em diversas situacGes, a presenca das plantas
daninhas causa mais prejuizos do que pragas ou doencas (PITELLI, 2015)

Desse modo, o controle das plantas daninhas é considerado um dos requisitos cruciais
para o sucesso da producdo. As daninhas sdo caracterizadas por causar efeitos negativos para
as culturas de interesse econémico, afetando o rendimento e a produtividade agricola
(GEROWITT, 2003). Isso acontece, pois, as plantas daninhas possuem diversas vantagens em
relacdo as culturas, elas conseguem se adaptar a insolacdo, possuem elevada eficacia de
reproducdo e de disseminacdo de seus propagulos e sementes, visto que sdo facilmente
propagados em curta e longa distancia. Além disso, possuem alta capacidade de sobrevivéncia
por longos periodos em situagdes adversas (ARAUJO et al., 2018).

O crescimento das plantas daninhas junto as culturas interferem no desenvolvimento e
producdo, pois elas competem diretamente por: luz, agua, CO2 e nutrientes. Sendo esses
recursos essenciais para o crescimento das culturas. Os danos causados por essa competicéo
podem variar dependendo da espécie nas lavouras, podem interferir nas fases de crescimento,
desenvolvimento e ainda, estimular perdas de 13 a 87% (CHRISTOFFOLETI et al., 2015). Para
as lavouras de café do Brasil, a competi¢cdo com as daninhas promove perdas que podem variar
em até 80% da producdo do cafeeiro, sendo esse o fator chave de maior preocupacao para a
producéo de café no pais (CARVALHO et al., 2013).

Em 2017, cerca de 37 espécies de ervas daninhas evoluiram para resisténcia ao glifosato,
e novas espécies geneticamente resistentes estdo sendo relatadas a uma taxa atual de mais de
duas novas espécies por ano. (HEAP, 2017). Uma parcela desse aumento de plantas daninhas
geneticamente resistentes ocorreu devido ao uso exclusivo do glifosato ano ap6s ano pelos

agricultores (DUKE, 2017). O género Digitaria sp. abrange espécies daninhas geneticamente
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resistentes que causam graves problemas, reduzindo a eficicia do manejo das plantas daninhas

e aumentando drasticamente o custo do manejo.

3.2 Resisténcia de plantas daninhas

A tecnologia dominante utilizada em todo o mundo para o controle das plantas daninhas
que infestam culturas de interesse sdo os herbicidas. Porém, a partir do seu uso excessivo tem
sido relatado diversos exemplos da evolucéo das populagdes das ervas resistentes (POWLES;
YU 2010). Um ponto chave para a evolucdo da resisténcia aos herbicidas é a intensidade dessa
selecdo que vai ser determinada atraves da taxa de uso do herbicida em questdo, medida em g
ha2. 1sso posto, na situagdo em que os herbicidas sdo utilizados na fase ideal do crescimento da
planta e nas indicacdes de taxa dos rotulos, causam mortalidade muito alta (GAINES et al.,
2021).

No entanto, em situacGes em que os herbicidas sdo usados em taxas erréneas e fora das
indicacdes, ndo causam a alta mortalidade das plantas daninhas e sim resultam na evolucéo da
resisténcia aos herbicidas. Dessa forma, a sele¢do de mutac¢Oes consideradas raras que podem
ser parte da variacdo genética permanente ou espontaneamente nas populacdes de plantas
daninhas € a causa da resisténcia a herbicidas (NEVE et al., 2009). Consequentemente, a
resisténcia é transferida para as novas populagdes via pdlen ou via movimento de sementes, ao
passo que as mutagdes aumentam em frequéncia (BECKIE et al., 2019). Por fim, o contexto
em volta da resisténcia a herbicidas demanda de mais pesquisas para compreender as relacdes
de variacdo genética, mutacbes e fluxo génico para entendermos a ocorréncia da resisténcia
(GAINES et al., 2021)

A evolucdo da resisténcia a herbicidas é grande. Dito isso, em uma ampla gama de
plantas daninhas globalmente registradas, existem cerca de 263 espécies resistentes, sendo 152
espécies dicotileddneas e 111 monocotiledéneas (HEAP, | 2022). Assim, os cinco herbicidas
mais utilizados sdo 0s que competem com a resisténcia de maior numero de espécies
registradas. S&o eles: glifosato, inibidores da acetolactato sintase, acetil Co-Inibidores da
carboxilase, auxinas sintéticas e inibidores do fotossistema Il, segundo o Comité de Acédo a
Resisténcia aos Herbicidas (HRAC-BR).

Existem dois mecanismos de resisténcia ao glifosato, os relacionados ao sitio alvo do
herbicida e os que ndo envolvem vias relacionadas ao sitio alvo (GAINES et al., 2020). Os
mecanismos de resisténcia relacionado ao sitio alvo sdo especificos para um grupo de sitio de

acao e estdo associados ao enolipiruvil-shiguimato-3-fosfato sintase, mutacdo, superexpressao
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ou amplificagdo. Outrossim, 0 mecanismo do sitio ndo alvo se relaciona a translocacéao reduzida
para o tecido meristematico, que impede que os niveis fitotoxicos do glifosato atinjam o local-
alvo (DELYE C, 2013). Nesse sentido, o que pode explicar a reducdo da translocacio é o
sequestro vacuolar do glifosato ou a reducédo da captacéo e excluséo.

Por esse motivo, a evolugdo dos casos de resisténcia pode ser explicada por fatores
agrupados em genéticos, bioecoldgicos e agronémicos. Os fatores inerentes as populagdes de
plantas daninhas séo classificados em genéticos, a interacdo entre a planta e o ecossistema em
que ela se encontra é responsavel pelos fatores bioecoldgicos e os fatores decorrentes das
praticas agricolas utilizadas no campo sdo atribuidos aos fatores agrondmicos
(CHRISTOFFOLETTI; NICOLAL, 2016).

Para compor, a engenharia genética e o melhoramento convencional de plantas
permitiram a introducdo e comercializacdo de culturas resistentes a diversos herbicidas
(glyphosate; glufosinate; imidazolinonas; etc.) conferindo inimeras vantagens no controle de
plantas daninhas (BONNY, 2016). Entretanto, a utilizacdo de culturas resistentes a herbicidas
como um Unico modo de acdo, associado a utilizacdo incorreta dessa tecnologia, causaram o
rapido aparecimento de inUmeras plantas daninhas resistentes a estes herbicidas (LOPEZ-
OVEJERO et al., 2014).

3.3 Glifosato

O glifosato tornou-se o herbicida mais utilizado no mundo desde que foi introduzido
pela primeira vez, em meados de 1974. Ja em 1995, na Australia, foi exposto a evolucdo da
resisténcia ao glifosato pela populacdo de L. rigidum e o herbicida foi aplicado repetidamente
no campo por mais de 15 anos (BAYLIS, AD., 2000). Desde entdo, as plantas daninhas
resistentes ao glifosato evoluiram junto ao sistema de cultivo, em que as aplicacfes repetidas
de glifosato muitas vezes constituiram a Unica tatica de manejo para as plantas espontaneas.

Utilizado para o controle de plantas daninhas, o glifosato é um herbicida sistémico néo
seletivo que contém como ingrediente ativo a presenca de N-(fosfonometil) glicina. O tipo de
sal utilizado (sal de isopropilamina, sal de aménio e sal de potassio) e a concentragdo de
ingrediente ativo séo fatores que diferem as formulacdes de glifosato disponiveis existentes no
mercado (BAUR; APONTE, 2014).

Aplés a absorcdo pela planta, o glifosato atua inibindo a enzima 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPS), que produz EPSP de shiquimato-3-fosfato

e fosfoenolpiruvato (PEP) na formagdo do acumulo de &cido chiquimico. O bloqueio da EPSPS
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impede a biossintese de aminoéacidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina nas plantas
sensiveis, que sdo essenciais para producdo de proteinas (GOMES et al., 2015). Sendo assim,
a acdo do glifosato se diferencia da acdo dos outros herbicidas por ser o Unico que consegue
blogquear a rota enzimatica do shiquimato.

E através da parte aérea que ocorre a absorcéo do glifosato pelas plantas, que atinge seu
maximo apo6s 96 horas da aplicacdo. Para chegar no local-alvo, o herbicida é translocado via
simplasto junto aos fotoassimilados das folhas para o tecido meristeméatico (CRUZ-HIPOLITO
etal., 2011). Além disso, ele possui absor¢do facilitada atraveés dos carreadores de fosfato que
se encontram nas membranas celulares. Ao longo de sua entrada na planta, os primeiros
sintomas podem ser notados através do amarelecimento das folhas, depois é observado a
necrose. Portanto, é observado a morte da planta, variando entre 21 a 28 dias depois da
aplicacdo do glifosato (FERREIRA et al., 2018).

3.4 Efeitos do glifosato

As plantas daninhas crescem junto as plantas de interesse econémico, e elas competem
por luz solar, 4gua e nutrientes. Dessa forma, os herbicidas agricolas acabam sendo amplamente
utilizados para controlar as daninhas (DILL, 2005). O organofosforado é o herbicida mais
utilizado no mundo (BERNAL et al., 2012). Ademais, o glifosato é o organofosforado mais
popular, efetivamente utilizado em plantas daninhas, gramineas anuais e perenes, arvores e
arbustos.

No solo, o glifosato é pouco ativo ou até mesmo inativo (CERDEIRA; DUKE 2006).
Isso porque apos ser adsorvido as particulas do solo ele é digerido por varios microrganismos
(PESSAGNO et al., 2008). Para os animais e para as pessoas, 0 glifosato é seguro, haja visto
que seu alvo direto é a enzima 5-enolpiruvil-3-shiquimato fosfato sintase (EPSPS). A enzima
EPSPS é base para a vida das plantas, uma vez que € essencial para a formacéo do corismato
componente precursor do acido salicilico e dos aminoacidos indispensaveis ao
desenvolvimento das plantas, sendo eles: fenilalanina, triptofano e tirosina (XU et al., 2003).
Para mais, 0 acimulo do acido chiquimico impede o funcionamento como um todo de outras
vias bioquimicas por causar a drenagem de carbono (MONACO et al., 2002). Essa rota é
responsavel por até 30% do carbono fixado pela fotossintese e até 30% da biomassa seca da
planta (MAEDA; DUDAREVA, 2012).

Consequentemente, a longa permanéncia do glifosato nas plantas permite sua interacao

com nutrientes e metabdlitos que servem de drenos para sua translocacéo, ou ainda permitem



17

que esse composto seja exsudado para a rizosfera (NEUMANN et al., 2006). Ainda, devido a
suas propriedades mdveis no floema e sua acdo lenta, auxiliam na movimentacao do herbicida
por toda a planta para matar todos os meristemas. A acdo do glifosato afeta inUmeros processos
fisioldgicos e bioguimicos nas plantas, o que reduz a eficiéncia da fotossintese, aumenta a
degradacdo da clorofila, inibe a fungdo da clorofila, a sintese do caroteno, a atividade da
redutase do ferro, inibe a transducdo e aumenta a oxidacao da auxina (GOMES et al. 2014).
Entdo, apos a translocacao do glifosato ele é distribuido por toda a planta e os efeitos
negativos sdo observados em espécies sensiveis, sendo mudas ou plantas adultas. Com isso,
observa-se a clorose foliar e tecidual, reducdo do crescimento, murcha e a redugdo da produgéo
de semente. Ou seja, causando toxicidade ou competicdo entre as espécies, reducdo do

recrutamento e pressao diferencial de herbivoros e micorrizas (BOUTIN et al., 2014).

3.5 Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman

O género Digitaria sp. abrange cerca de 300 espécies de plantas distribuidas em
diferentes regides do mundo (Canto-Dorow, 2001). A Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman
(MACHADQO, et al, 2006) é nativa da América tropical e subtropical e é uma planta daninha, a
qual pertence a familia das Poaceae (KISSMANN, 1997). Essa espécie € de grande importancia
para o Brasil, pois infesta culturas anuais e perenes, podendo ser encontrado em pastagens,
lavouras de café, pomares, beira de estradas e terrenos baldios.

D. insularis é uma espécie de graminea de ciclo perene, possui metabolismo
fotossintético do tipo C4, sua propagacdo ocorre por sementes e por rizomas (LORENZI, 2000).
As sementes sd0 pequenas e possuem uma certa penugem o que aumenta sua porcentagem de
germinacdo e colabora para que o capim amargoso aumente rapido em numero (CORREIA,;
DURIGAN 2009).

A germinacdo pode ocorrer na auséncia ou presenca de luz, em temperaturas que variam
entre 15 e 35°C, a emergéncia de plantulas ocorre preferencialmente quando as sementes se
encontram em posi¢des mais profundas no solo, entre 1 e 3 cm de profundidade (MARTINS et
al., 2009). Apos a germinacdo, a planta se torna rustica, com formacéo de inimeros rizomas e
com o conjunto destes, a formagdo de grandes touceiras. Sendo esse 0 estadgio que maior
dificulta 0 manejo de D. insularis (PARREIRA et al., 2010).

Em consequéncia, houve um aumento crescente na dose de glifosato requerida para o
controle do capim amargoso. Em algumas culturas de milho, soja, café e laranja as populac¢des
de D. insularis foram selecionadas e tidas como resistentes ao herbicida e em muitos casos é o

Gnico herbicida usado (POWLES, 2008). A vista disso, destaca-se a importancia de D.
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Insularis, umas das plantas daninhas do Brasil, pelo fato de ser uma espécie resistente ao
glifosato (TIMOSSI, 2009).
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

Segundo a organizacdo internacional do Café (2022), a producdo global de 2022/2023
mantém a projecdo de 171,1 milhdes de sacas de 60 kg. A vista disso, o café € um importante
commodity e alavanca a economia de muitos paises. Entre os estados brasileiros, Minas Gerais
€ 0 maior produtor, representando 52,3% do café produzido, seguido por Espirito Santo e Sdo
Paulo, com producéo de 10,1 milhdes (21,3%) e 4,6 milhGes de sacas (9,7%), respectivamente.
Contudo, o Espirito Santo se destaca ocupando a primeira posic¢ao na producao de café conilon
(Coffea canephora) (PEDEAG 3, 2016; SILVA et al., 2017). O Coffea L., pertence a familia
Rubiaceae e é originario do continente africano. Também, o género compreende mais de cem
espécies, destacando se economicamente Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex
Froehner (KALSCHNE et al., 2018; LEMES, 2005), sendo as duas espécies estudadas no
presente estudo.

Para aprimorar a producédo de café, o controle das plantas daninhas é considerado um
dos requisitos cruciais para o sucesso na producdo (GEROWITT, 2003). O capim-amargoso
atualmente é considerado uma das principais plantas daninhas do pais principalmente devido
sua distribuicdo, a espécie se encontra presente em praticamente todas as regides produtoras do
Brasil (LOPEZ-OVEJERO et al 2017). A D. insularis possui folhas estreitas, colmos e
paniculas caracteristicas da familia poaceae. Sao plantas perenes que formam touceiras de 0,5m
a 1,5m, acumulando perfilhos emitidos em diferentes épocas, que tendem a produzir flores.
Cada planta pode produzir, em média, entre 6,5 a 50 mil sementes, que podem germinar o0 ano
todo, sendo o periodo mais favoravel de fevereiro a maio (LACERDA, 2003).

Existem alguns mecanismos que conferem resisténcia a essa planta, esses mecanismos
estdo associados a absorcéo lenta do glifosato pelo bidtipo resistente, assim como com a rapida
metabolizacdo do glifosato (DA SILVA et al., 2013). A resisténcia é um evento natural que
ocorre espontaneamente nas populacfes, assim, é potencializada a presenca de individuos
resistentes que antes eram encontrados em baixas frequéncias. Além disso, a resisténcia € um
fendmeno que pode interferir nas praticas agrondmicas de manejo de plantas daninhas
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). A associacdo de caracteristica da planta
unido a utilizacdo sucessiva do herbicida glifosato foram os responsaveis pelo aparecimento de

bidtipos de D. insularis resistentes a glifosato.
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O glifosato € um potente herbicida de pos-emergéncia, ndo seletivo, possui vasto
espectro de acdo, em que é capaz de controlar plantas daninhas anuais ou perenes, sendo essas
folhas largas ou estreitas (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). O modo de acdo do herbicida
ocorre diretamente com a inibi¢do da enzina 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPs),
sendo essa responsavel pela sintese dos amino&cidos triptofano, fenilalanina e tirosina,
horménios e flavonoides, que sdo essenciais para todo o crescimento e sobrevivéncia das
plantas (DALAZEN et al., 2015). Apos aplicado, o glifosato se move através do floema e segue
a rota dos produtos provenientes da fotossintese (RODRIGUES e ALMEIDA, 2011).

Além da fotossintese, 0s metabolitos secundarios também séo produzidos pelas folhas.
Os flavonoides séo considerados um dos mais importantes, cuja funcao principal € proteger as
plantas contra agentes oxidantes (SILVA et al., 2015). Além desses, a clorofila possui grande
importancia na eficiéncia fotossintética, influenciando o crescimento e adaptabilidade da
planta, sendo esses pigmentos cloroplastidicos responsaveis pela captura de luz solar que €
usada na fotossintese, sendo as clorofilas essenciais na conversdo da radiacdo luminosa em
energia quimica, na forma de ATP e NADPH (SILVA, 2014). A fotossintese também pode
causar modificacBes consideraveis de mudancas significativas no contetdo de clorofila, na taxa
fotossintética, na taxa de transpiracdo e eficiéncia de fixacdo do CO2.

Nesse contexto, diversos estudos tém se dedicado a investigar as variagdes fisioldgicas
em bidtipos de plantas daninhas resistentes ao glifosato. Segundo Smith et al. (2018), as
diferencas na taxa de fotossintese, medida pelos indices de clorofila, podem estar associadas a
resisténcia ao herbicida. Além disso, a presenca de antocianinas, pigmentos relacionados a
resposta de estresse em plantas, tem sido observada em biotipos resistentes (JONES et al.,
2019). Outro parametro importante a ser considerado é o balanco de nitrogénio nas plantas. De
segundo Liu et al. (2020), bidtipos resistentes ao glifosato podem apresentar diferencas no
metabolismo do nitrogénio, resultando em um desequilibrio nutricional, afetando o crescimento
e desenvolvimento. Além disso, estudos recentes tém destacado a importancia dos flavonoides
na resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. Segundo Silva et al. (2021), a presenca de
flavonoides em bidtipos resistentes de D. insularis pode conferir protegdo contra os efeitos
toxicos do herbicida.

Além disso, a compreensdo das diferencas estomaticas entre bidtipos resistentes e
suscetiveis também pode ser crucial para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
resisténcia, segundo Barroso e colaboradores (2015) foram verificadas altera¢fes nas folhas
resistentes, que atuam impedindo a absorvéncia do herbicida. Entre as modificag6es verificadas

observaram a variacao na distancia dos feixes vasculares e a quantidade de estomatos e tricomas
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presentes nas folhas. Além disso, foi constatado que as plantas de D. insularis, originadas de
rizomas, apresentam maior indice estoméatico (MACHADO et al. 2008). Essas diferengas
morfoldgicas s6 sdo evidenciadas nos maiores estadios vegetativos da planta e as caracteristicas
foliares podem se alterar dentro da mesma espécie, em relacéo a idade e habitat da planta ou
em relacdo a sua resisténcia. Ademais, de acordo com Santos et al. (2017), bidtipos resistentes
de Digitaria insularis apresentam diferencas significativas nas caracteristicas estomaticas em
comparacdo com o0s biotipos suscetiveis. A pesquisa mostrou que os biotipos resistentes
exibiam menor densidade estomatica em suas folhas, o que pode limitar a absorcdo e
translocacéo do glifosato.

De acordo com o exposto, objetivou-se avaliar a influéncia do herbicida glifosato em
bidtipos de Digitaria insularis, suscetiveis e resistentes, de acordo com 0s componentes
fisioldgicos a partir dos indices de clorofila, antocianina, flavonoide e de balanco de nitrogénio.
Além disso, entender as relacbes entre os diferentes grupos de plantas e sua resisténcia ao

glifosato, identificando possiveis padrdes ou similaridades entre os biotipos.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo usou brevemente como base o diagnostico de resisténcia realizado
através do experimento de curva de dose-resposta de Digitaria insularis, em que foram
utilizadas as mesmas doses de herbicida glifosato e os mesmos biotipos. O resultado a priori
caracterizou o bidtipo B6 como suscetivel as doses do herbicida e os demais biotipos (B1, B2,
B3, B4 e B5) como resistentes as doses de glifosato aplicadas.

A conducao do experimento se deu através da coleta de propagulos das plantas suspeitas
de resisténcia em lavouras de café situadas no Sul do Espirito Santo. O experimento foi
conduzido na casa de vegetagdo no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo, municipio de Alegre, durante os meses de setembro de 2022 a janeiro
de 2023. As populacdes sdo provenientes de diferentes cidades do Estado do Espirito Santo,
sendo elas Alegre e Vargem Alta. Em que os lotes L1, L2, L3, L4 foram coletados em diferentes
localidades da cidade de Alegre. E os lotes L5 e L6 foram coletados de diferentes localidades
da cidade de Vargem Alta.

Foram coletados bidtipos com indicio de resisténcia (R) ao glifosato e bidtipos
suscetiveis (S) a este herbicida. Da populacéo de capim-amargoso (Digitaria insularis), foram
selecionadas seis populacBes da espécie, sendo uma suscetivel e cinco resistentes. As
populacdes dos bidtipos com suspeita de resistentes ao glifosato foram determinadas a partir da
metodologia do Guia Manejo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC, 1998).

A aplicacgdo do glifosato foi realizada aos 37 dias ap6s a semeadura (DAS), quando as
plantas apresentaram de duas a trés folhas, completamente expandidas, apresentavam de trés a
quatro perfilhos e 20 cm de altura, no dia quatro de novembro de 2022. Para aplicacdo dos
tratamentos herbicidas foi utilizado um pulverizador costal pressurizado a CO2 (2 kgf.cm™),
equipado com barra de ponta tipo jato leque XR 110.02, a uma altura de 0,5 m do alvo, e
pulverizando o equivalente a 200 L.ha de calda. A aplicagéo foi realizada entre 8 e 10 horas.
As condicGes climaticas registradas no momento da aplicacdo foram: temperatura atmosférica
média de 28°C; umidade relativa do ar de 50% e céu sem nebulosidade.

Para cada populagéo, os tratamentos herbicidas foram cinco doses de glifosato, descritas
a seguir, em gramas de equivalente &cido por hectare: 0, 50, 100, 200 e 400% da dose
recomendada. O herbicida usado foi o produto comercial Roundup® original de formulacéo
contendo 480 g.L'de sal de isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, 360 g.L™*do
equivalente acido (e.a.) de N-(fosfonometil) glicina (GLYPHOSATE) e 648 g.L'de

ingredientes inertes.
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O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
5x6, com cinco doses de glifosato (0, 50, 100, 200 e 4005) e seis bittipos (B1, B2, B3, B4, B5
e B6), com cinco repeticOes, totalizando 150 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi representada por um vaso com capacidade de 1,0 L preenchido com substrato
comercial Plantmax, onde a semeadura das sementes coletadas a campo foi realizada, com
posterior desbhaste para cinco plantas por vaso.

O comportamento fisioldgico foi medido através do medidor Multipigmento de ADC
BioScientific® MPM-100. As avaliacbes foram feitas 30 dias apds aplicacdo (DAA) do
herbicida. A medicdo foi feita no foliolo terminal da primeira folha totalmente expandida a
partir do &pice da planta, evitado leituras na nervura central da folha, as leituras aconteceram
no periodo entre 8 e 11 h. Em cada folha, foram realizadas duas leituras, a partir das quais foram
calculadas a média. A média das leituras representou o valor do tratamento.

O comportamento estomatico avaliado aos 14 dias DAA do herbicida. Sendo
selecionadas cinco plantas de cada lote e utilizadas duas folhas totalmente expandidas, para
confeccdo do laminario. Foi retirada uma amostra de aproximadamente 100 mm2 da bainha, na
regido mediana do limbo foliar de cada folha.

As laminas foram preparadas com a aplicagdo de cola cianoacrilato (“Super Bonder®)
sobre a superficie adaxial e abaxial das folhas selecionadas. Apds breve secagem da folha sobre
a lamina, o material vegetal foi retirado permanecendo apenas as marcas da estrutura da
epiderme sobre a lamina. Foram avaliadas a densidade estomatica (estdmatos/cm?2), condutancia
estomatica e o tamanho médio dos estbmatos (um?2) da parte abaxial das folhas.

Para a observacdo, foi utilizado o microscépio Optico equipado com uma camera
fotogréfica (Moticam® Pro 282A), onde com o auxilio do software Image-Pro Plus foi possivel
a visualizacdo e avaliacdo dos estdbmatos. A contagem foi realizada em cinco diferentes regides
de cada folha, bem como a medicdo do tamanho dos estbmatos, densidade e comprimento do
da célula guarda, sendo cada contagem realizada em uma area média de 8 mmz2,

As variaveis analisadas foram: densidade estomatica e condutancia estomatica. Para
estimacdo das varidveis, duas formulas foram utilizadas. Para densidade estomatica DE (DE
mm?2) a formula utilizada foi:

DE mm2 =S/ area tota/(mm?)

Em que DE/area analisada, onde NE = S, é 0 numero de estdmatos e a area analisada foi

de 0,27 mm? (Cutter 1986). E para calcular a condutancia estoméatica maxima (gwmax mol m-

2 s-1) foi usado a formula:



27

dDamax gwmaxmolm —2s—-1=

FASra

Em que, D ¢é a densidade estomatica; amax: area maxima do poro (a = n(p/2)2, p =
comprimento do poro; I: profundidade do poro, sendo 1 = W/2 (um), onde W € largura media
do par de células-guarda). O célculo foi realizado diretamente na matriz de dados, com
modificagdes: g wmax=(SDxa_max)/((I+n/2x\(a_max/r))), (Franks e Farquhar 2001).

Os dados foram submetidos a ANOVA. Posteriormente, realizada a anélise de variancia
seguida pelo teste de F a 5% de probabilidade. As médias dos bidtipos, para componente
fisioldgico, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as doses foi
realizada a analise de regressao, com os modelos matematicos selecionados com base na sua
significancia e maior coeficiente de determinacdo, para melhor explicacdo bioldgica para a
caracteristica. As analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2021).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado efeito significativo da interagdo entre os fatores para todas as
caracteristicas. Outrossim, pode ser observado que o coeficiente de varia¢do (CV) para todos
0s componentes fisiologicos avaliados foi considerado alto (PIMENTEL GOMES, 1985).

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia e coeficientes de variacdo dos componentes
fisioldgicos avaliados: Clorofila, Antocianina, Flavonoides e Balanco de Nitrogénio (NFI) aos
30 dias ap0s aplicagdo (DAA). Espirito Santo — ES. UFES, 2023.

Quadrados médios

kv GL Clorofila Antocianina Flavonoides Balanco de Nitrogénio
Doses de 4 1,063%%  0,227* 0,010%* 4,344%*
Glifosato
Lotes 5 0,252** 0,074** 0,193** 33,226**
D*L 20 0,035** 0,021** 0,035** 1,114**
Residuos 120 0,005 0,0005 0,002 0,032

CV (%) 25,99 27,76 22,51 16,23

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

O capim-amargoso é uma planta daninha com o maior numero de casos de resisténcia
ao glifosato no Brasil. Doses de 720 e 1440 g.ha ndo proporcionam controle adequada para a
Digitaria sp., sendo avaliadas aos 7, 14 e 21 DAA (SILVEIRA, 2017).

No presente estudo as avaliaces foram realizadas aos 30 DAA, pois 0 capim-amargoso
pode apresentar habitos de crescimento anual e perene. A depender da dose de glifosato e das
condi¢cdes ambientais, 0s sintomas sdo visiveis dentro de 2 a 4 DAA na maioria das plantas
daninhas anuais e apés 7 dias em perenes (FRANZ et al., 1997). Para todas as caracteristicas
relacionadas as analises fisioldgicas houve diferenca significativa indicando que os biotipos
produziram quantidades diferentes para os fatores relacionados a fotossintese a depender da
dose de glifosato aplicada.

Analisando o fator bidtipos para cada dose do Glifosato apresentado na Figura 1, para
todas as caracteristicas, foi verificado redugéo em seus valores com o aumento da dosagem
doses de glifosato, sendo os modelos ajustados os polinomiais de primeiro e segundo grau. O
bidtipo B2 ajustou-se ao modelo quadratico decrescente com pico maximo de 3,57 na dose 0,0
g e.a. ha-! de glifosato. Assim também foi observado para o bidtipo B5 e para o bidtipo B6,
uma tendéncia quadratica decrescente para NFI, com valores de 2,84 para B5 e 1,62 para B6 na

dose 0,0 g e.a. ha-1. Para todas as subdoses de glifosato houve reducdo no indice de balango de
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nitrogénio. Esse resultado mostra que, com aumento da dose de glifosato o indice de balango
de nitrogénio diminui, visto que os melhores desempenhos foram nas testemunhas.

Para o biotipo B6 ap6s a aplicacdo da concentracdo de 100% de glifosato o valor para o
indice de balanco de nitrogénio atinge zero de resposta. Para B5 e B2 o indice de NFI atinge
zero apos a aplicagdo de 200% da dose do herbicida. Isso indica uma menor tolerancia as doses
utilizadas para esses bidtipos. Ademais, o NBI é uma variavel que considera a relacdo entre o
indice de clorofila e flavonoides, dando uma estimativa do estado nutricional de nitrogénio na
planta (COELHO et al., 2012). Por conseguinte. O B6 apresentou menores valores para 0s
indices de clorofila e flavonoides. Conforme relatado por Rossi et al. (1997) ao submeter a
planta a uma condigdo de estresse, remete a deficiéncia de nitrogénio onde ela direciona a
elevacdo da producdo de compostos fenolicos, pelo metabolismo secundario, na camada
epidérmica.

Os bidtipos B1, B3 e B4 foram ajustadas ao modelo linear decrescente. Com valores de
2,19 para B1, 1,96 para B3 e 2,06 para B4 na dose de 0% de herbicida para o indice de balango
de nitrogénio. Para as outras subdoses desses biotipos também houve baixa no indice de NFI.
Fato que elucida a reducdo do balanco de nitrogénio em elevadas doses de glifosato. Em B1 é
observado que o indice de balango de nitrogénio atinge o valor zero de resposta na concentragdo
de 400% da dose de glifosato, o que indica uma possivel tolerancia as doses utilizadas para o
este biotipo. Para os bidtipos B3 e B4, o NFI atinge o valor de zero pouco antes a dose de 400%.
Logo, B1, B3 e B4 sobreviveram em altas doses de glifosato durante um periodo prolongado,
demonstrando o elevado nivel de resisténcia destes bidtipos.

Em oliveiras na Espanha, areas com histdrico de 5 anos de aplicacdo de glifosato, as
populacdes de Eleusine indica e Paspalum distichum com suspeita de resisténcia exibiram
niveis de controle na dose de 720 g ha-! de glifosato, que corresponde a 50% da dose
recomendada (ALCANTARA, FERNANDEZ, SMEDA, ALVES e PRADO, 2016). N&o
corroborando aos resultados do presente estudo, que os bidtipos resistiram até a dose de 2880
g ha-t. Isto explica que para as doses de glifosato sdo suficientes para o controle de plantas

daninhas apenas quando a resisténcia ndo se desenvolveu.
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* Significativo, a 5% de probabilidade, pela analise de variancia da Regressao

Figura 1 - Estimativa do indice do balanco de nitrogénio de seis biotipos de Digitaria
insularis submetidas a diferentes concentragdes de glifosato, aos 30 dias ap6s a aplicacao
(DAA). Alegre — ES, UFES, 2023.

As médias para o indice de balanco de nitrogénio em diferentes doses de glifosato (%)
aos 30 DAA para cada bidtipo de Digitaria insularis encontram-se na Tabela 2. Verificou-se,
na dose 0,0 g e.a ha-! de glifosato (testemunha), o bi6tipo B2 obteve o maior valor para o indice
de balanco de nitrogénio em relacdo aos demais biodtipos. Nas doses de 50% e 200% do
herbicida o destaque foi para o biétipo B1, apresentando maior valor para NFI.

Enquanto para a concentracdo de 100% o B4 obteve desempenho superior aos demais
bidtipos para o indice de balanco de nitrogénio. Esses resultados mostram que as doses de
glifosato promoveram efeitos diferenciados nos bidtipos de capim-amargoso para 0
componente fisioldgico indice de balanco de nitrogénio. De acordo com Gomes et al., (2016)
avaliaram a resposta de diferentes bi6tipos de Digitaria insularis ao glifosato e encontraram
diferengas significativas no indice de balanco de nitrogénio entre os bidtipos, confirmando os
resultados obtidos que o indice de balanco de nitrogénio diminuiu apds doses elevadas de
glifosato.
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Tabela 2 - indice de balango de nitrogénio para de seis bidtipos de Digitaria insularis
submetidas a diferentes subdoses de glifosato, aos 30 dias apds a aplicacdo (DAA). Alegre —
ES, UFES, 2023.

Doses de glifosato (%)

Lotes 0 50 100 200 400 ™
Bl 2,460 cd 1,803 a 1,323 ab 1,267 a 0,000
B2 4,305 a 1,492 ab 1,026 bc 0,803 b 0,000
B3 2,542 c 1,582 ab 0,853 ¢ 0,763 b 0,000
B4 2,196d 1,703 a 1,542 a 0,856 b 0,000
B5 3,233 Db 1,301 b 1,141 bc 0,344 c 0,000
B6 2,246 cd 0,000 c 0,000d 0,000 c 0,000

*Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade.

Para os indices de flavonoides (Figura 2) foi observado que todos os bidtipos estudados
se ajustam ao modelo quadratico decrescente. O bidtipo B6 para esse indice apresenta menor
tolerdncia as doses de glifosato, pois atinge o valor zero de resposta logo apds aplicacdo de
100% da dose recomendada do herbicida. Para o B3, é observado maior valor em 0% com 0,600
e tem reducdo constante até 200%, depois atinge o valor zero de resposta. Para B5 é correto
afirmar uma possivel tolerancia as doses utilizadas, visto que ele atinge valor zero na
concentracdo de 400% e seu maior valor de resposta ocorre na dose zero ocorre em 0,569.

Para os bidtipos B1, B2 e B4 é observado reducgdo nas curvas de forma gradual, B1 e
B4 atingem zero de resposta na concentracdo de 400% e B2 pouco antes da aplicacdo dessa
mesma dose. O maior valor observado ocorre na dose 0% em B1 0,388, para B2 é 0,358 e para
B4 0,433. Pelo exposto acima, mostra-se que, com aumento da concentracdo do herbicida
glifosato o indice de flavonoides diminui e assim a curva diminui com o aumento da dose,
foram observados na dose de 0% (dose controle). Corroborando aos estudos de Benedetti
(2015), apds aplicacdo combinada de glyphosate+s-metolachlor gerando maior sintese de
flavonoides quando comparado aos tratamentos controle.

Em contrapartida, alguns estudos apreciaram que a aplicacdo de herbicidas pode
acentuar a producdo de compostos fendlicos, incluindo os flavonoides. Por exemplo, Matern e
Grimmig (1994) reforgaram que o estresse hidrico induzido em plantas de tabaco resultou em
um aumento significativo na sintese de compostos fendlicos, incluindo os flavonoides. Alem
disso, quando as plantas foram tratadas com o herbicida glifosato, esse efeito foi ainda mais
pronunciado. De forma semelhante, Bortolo et al., (2009) observaram que a aplicacdo de um
herbicida a base de imazethapyr em plantas de soja mantiveram o estresse hidrico aumentado a
producdo de compostos fenolicos. Portanto, parece que o estresse hidrico pode aumentar a
sintese de compostos fendlicos em plantas, e a aplicacdo de herbicidas acentuar esse efeito.
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Esse resultado é inversamente proporcional ao obtido pelo indice de flavonoides, pois a
medida que diminui o teor de flavonoides, aumenta-se o balanco de nitrogénio da planta.
Decréscimos nos teores de flavondis também foram verificados para a cultura de batata, trigo,
milho e brécolis a medida que os teores de nitrogénio das culturas aumentaram apos aplicacao
de doses de glifosato (COELHO et al., 2012).
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* Significativo, a 5% de probabilidade, pela analise de variancia da Regressao

Figura 2 - Estimativa do indice de flavonoides de seis biétipos de Digitaria insularis
submetidas a diferentes concentracdes de glifosato, aos 30 dias apos a aplicacdo (DAA). Alegre
—ES, UFES, 2023.

Na Tabela 3 é observado as médias para o indice de flavonoides para as diferentes doses
de glifosato (%) aos 30 DAA para seis bidtipo de Digitaria insularis. Verificou-se que para a
dose 0,0 g e.a. ha-* de glifosato B3 obteve o maior valor para o indice de flavonoides comparado
aos demais bidtipos. Em 50% e 200% B5 apresenta as maiores médias, obtendo desempenho
superior aos demais bidtipos para o indice de flavonoides. Uma vez que para o B6 é observado
0 menor desempenho, o bi6tipo atinge o valor de zero em 50% e se mantém zero para as demais
concentracdes. Em 100% o biotipo B4 se destaca com maior média.

Esses resultados evidenciam que as doses promovem efeitos diferentes para os biotipos
de capim-amargoso em relacdo ao componente fisioldgico indice de flavonoides. A resisténcia

ao glifosato em D. insularis pode estar associada a uma reducdo nos niveis de flavonoides, ou
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pode estar relacionada & maior atividade das enzimas envolvidas na degradacdo desses
compostos (AMARAL et al., 2019).

Tabela 3 - indice de flavonoides para de seis bi6tipos de Digitaria insularis submetidas a
diferentes subdoses de glifosato, aos 30 dias apds a aplicagdo (DAA). Alegre — ES, UFES,
2023.

Doses de glifosato (%)

Lotes 0 50 100 200 400 "™
Bl 0,376 cd 0,366 b 0,196 ab 0,161 ab 0,000
B2 0,354d 0,300 b 0,165Db 0,100 b 0,000
B3 0,705 a 0,315Db 0,206 ab 0,194 a 0,000
B4 0,463 c 0,316 b 0,256 a 0,182 ab 0,000
B5 0,561 b 0,524 a 0,225 ab 0,217 a 0,000
B6 0,304d 0,000d 0,000 c 0,000 c 0,000

*Meédias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade.

No presente estudo, para o indice de antocianina (Figura 3) foi observada tendéncia
linear de reducdo para os bittipos B1 e B2. Enquanto para os bi6tipos B3, B4 e B5 é notorio
que se ajustam ao modelo quadratico decrescente. Para todas as subdoses dos bi6tipos B1, B2,
B3, B4 e B5 houve baixa no indice de antocianinas. E para B6 € observado que néo se ajusta a
nenhum dos modelos, visto que para todas as concentracdes de glifosato atingem o valor zero
de resposta.

Para 0 bi6tipo B3 é observado 0,393 maior valor de resposta para 0% de herbicida e ele
atinge zero de resposta na concentracdo de 200%. Assim ocorre para 0s bidtipos B5 e B4,
apresentam maiores valores em 0,331 e 0,192 para a dose 0 (%), respectivamente e atingem
valor zero de resposta na dose de 200%. Para esses biotipos é observado o menor desempenho
as doses aplicadas. Para os biétipos B1 e B2, é observado uma maior tolerancia as doses, visto
que os bidtipos citados atingem o valor zero de resposta ap6s a aplicacdo da concentracdo de
de 200%. Porém seus valores para a dose O de glifosato se encontram abaixo dos demais
bidtipos, sendo para B1 o valor de 0,158 e para B2 0,090.

As antocianinas sdo pigmentos vegetais que conferem cor as folhas, flores e frutos. A
producdo de antocianinas também esta associada ao controle de defesa contra estresse bidticos
e abidticos. Cruz e colaboradores (2020) avaliaram o efeito do glifosato na producéo de
antocianinas em Digitaria insularis resistente. Os resultados se confirmam aos analisados para
0 presente estudo, indicando que a aplicacdo de glifosato leva a uma reducéo significativa no
teor de antocianinas em comparagdo com o controle.

Isso sugere que a resisténcia ao glifosato do capim-amargoso pode estar associada a uma

diminuigéo na producdo de antocianinas e, consequentemente, na capacidade das plantas de se
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defenderem contra estresses ambientais. Em conjunto, esses estudos sugerem que a resisténcia

ao glifosato em D. insularis esta associada a alteracdes fisioldgicas, incluindo uma reducdo na

producdo de antocianinas.
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*Significativo, a 5% de probabilidade, pela anélise de variancia da Regressdo.

Figura 3 - Estimativa do indice de antocianina de seis bi6tipos de Digitaria insularis

submetidas a diferentes concentragdes de glifosato, aos 30 dias apos a aplicacdo (DAA). Alegre

—ES, UFES, 2023.

A Tabela 4 evidencia os indices de antocianina para cada bi6tipo de Digitaria insularis

em diferentes doses de glifosato aos 30 dias apds a aplicacdo (DAA). De acordo com 0s

resultados, os maiores valores de indice de antocianina ocorreram no bi6tipo B3 nas doses de

0% e 100%, enquanto o bidtipo B5 apresentou o maior valor na concentragdo de 50%.
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Tabela 4 - indice de antocianina para seis bi6tipos de Digitaria insularis submetidas a diferentes
subdoses de glifosato, aos 30 dias apos a aplicacdo (DAA). Alegre — ES, UFES, 2023.

Doses de glifosato (%)

Lotes 0 50 100 200 ™ 400 "™
Bl 0,185c 0,156 b 0,079 Db 0,026 0,000
B2 0,091d 0,087 c 0,070 b 0,018 0,000
B3 0,425 a 0,200 a 0,157 a 0,010 0,000
B4 0,209 c 0,099 c 0,095 Db 0,019 0,000
B5 0,333 b 0,232 a 0,081 Db 0,009 0,000
B6 0,026 e 0,000 e 0,000 c 0,000 0,000

*Meédias seguidas por uma mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade.

A clorofila e o carotenoide sdo os pigmentos responsaveis e essenciais pela captura de
luz usada na fotossintese, sdo indispensaveis para a conversao da radiagdo luminosa em energia
quimica, na forma de ATP e NADPH. Isso posto, as clorofilas estdo intimamente relacionadas
a eficiéncia fotossintética das plantas e, consequentemente com seu crescimento e adaptacéo
aos mais variados ambientes (REGO e POSSAMAI, 2004).

Desta forma, um herbicida ao afetar o teor destes pigmentos na planta contribuira para
um menor crescimento e desenvolvimento, como é observado no bi6tipo B6, que apresentou
suscetibilidade as doses de glifosato aplicadas. Verificou-se para a Figura 4 o indice de clorofila
para o bi6tipo B6 se ajusta ao modelo quadratico decrescente apresentando valor maior para a
dose 0 (testemunha) de 0,297. O bidtipo B6 atinge valor zero de resposta ap6s a concentracao
de 100%, fato esse que evidencia menor toleréncia as doses de glifosato para esse biotipo.

Em contrapartida para os demais biotipos (B1, B2, B3, B4 e B5) ajustam-se ao modelo
linear de reducdo. O modelo linear de reducdo mencionado sugere que a resposta diminui de
forma linear & medida que a dose aumenta. Os bi6tipos B1, B2 e B3 tém valores maximos de
resposta semelhantes, de cerca de 0,5, enquanto o bi6tipo B5 apresenta menor valor de 0,588,
que ocorre na dose de 0%.

Os bidtipos B1, B2, B3, B4 e B5 tém maior tolerancia a doses mais elevadas, mas apenas
0 bidtipo B5 leva mais tempo para atingir o valor zero de resposta. Segundo Balbinot Junior et
al. (2019) foi avaliado o efeito do glifosato sobre o indice de clorofilaem D. insularis resistente.
Os resultados mostraram que a aplica¢do do herbicida levou a uma diminuicao significativa do
indice de clorofila em comparagdo com o controle. Os autores concluiram que o glifosato pode
levar a redugdo da fotossintese e ao crescimento da D. insularis resistente. Em resumo, o
glifosato pode afetar significativamente o indice de clorofila no capim-amargoso, levando a

uma reducdo da concentracdo desta substancia nas folhas da planta.
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*Significativo, a 5% de probabilidade, pela analise de variancia da Regressao.

Figura 4 - Estimativa do indice de clorofila de seis biétipos de Digitaria insularis
submetidas a diferentes concentracdes de glifosato, aos 30 dias apos a aplicacdo (DAA). Alegre
—ES, UFES, 2023.

De acordo com Torres-Netto et al., (2005), leituras observadas para indice de clorofila
em folhas de Coffea canephora, menores de 40%, mostraram comprometimento no processo
fotossintético da espécie. Esse valor corresponde ao teor de verde das folhas, que esta
relacionado a clorofila das plantas. A perda da clorofila esta associada ao estresse ambiental e
a variagdo na relacéo clorofila / carotenoides, que pode ser um bom indicador do estresse em
plantas (Torres-Netto et al., 2005). Logo, para os bi6tipos que resistiram a dose de 400%, as
folhas apresentaram caracteristicas de estresse, como clorose e afilamento das folhas, como é
observado na Figura 5. Esses sintomas podem aparecer em poucas horas apos a aplicacgéo,
podendo ser mais acentuados a depender da sensibilidade da planta e da dose recebida
(SCHRUBBERS et al., 2016).
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Figura 5 - Biotipo B5 de Digitaria insularis submetida a 400% da concentracdo de glifosato,
aos 15 dias ap0s a aplicacdo (DAA). Alegre — ES, UFES, 2023.

i

Encontram-se na Tabela 5. o indice de clorofila em diferentes doses de glifosato (%)
aos 30 DAA para cada bidtipo de Digitaria insularis. Observou-se que para as doses de 0% e
50%, o biotipo B5 apresenta os maiores valores de clorofila em relacdo aos demais biotipos. E
para as doses de 100% e 200%, o bidtipo B3 apresentou os maiores valores, mostrando
tolerancia as doses aplicadas em relacdo aos demais bidtipos.

Segundo Alves et al. (2014) que avaliaram o efeito do glifosato sobre o indice de
clorofila em D. insularis resistente. Os resultados atestam que o herbicida afetou
significativamente o indice de clorofila, levando a uma diminui¢do da sua concentracdo nas
folhas da planta. Os autores concluiram que o glifosato pode reduzir a capacidade fotossintética

do capim-amargoso.

Tabela 5 - indice de clorofila para de seis bi6tipos de Digitaria insularis submetidas a diferentes
subdoses de glifosato, aos 30 dias ap6s a aplicacdo (DAA). Alegre — ES, UFES, 2023.

Doses de glifosato (%)

Lotes 0 50 100 200 400 "™
Bl 0,563 ab 0,408 ab 0,331a 0,273 ab 0,000
B2 0,527 abc 0,466 a 0,377 a 0,162 b 0,000
B3 0,477 bc 0,442 ab 0,432 a 0,296 a 0,000
B4 0,435 bc 0,332b 0,319 a 0,267 ab 0,000
B5 0,644 a 0,483 a 0,395 a 0,295 a 0,000
B6 0412 c 0,000 c 0,000 b 0,000 c 0,000

*Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5 % de

probabilidade.



38

Ocorreu aumento significativo na resisténcia do Digitaria insularis ao glifosato entre
2004 e 2010, conforme demonstrado por Adegas et al. (2010) e Correia et al. (2010). Esses
estudos relataram que doses muito maiores eram necessarias para alcancar a mesma reducéo de
50% de plantas em comparagdo ao estudo anterior de Lacerda e Victoria Filho (2004). Essa
maior dose foi confirmada pelos valores obtidos neste experimento.

Anteriormente era preciso 93,6 g e.a. ha-! para reduzir em 50% a massa seca de
Digitaria insularis. Em 2010, eram necessarios 1.724,4 g e.a. ha-t para a mesma eficacia. No
presente estudo mostra que o capim-amargoso pode sobreviver a até 400% da dose de herbicida,
equivalente a 5760 g ha-1. Além disso, Reinert et al., (2008), afirmaram que a resisténcia
continua a se disseminar em todo o pais, sugerindo que as doses necessarias para controlar a
planta podem continuar a aumentar no futuro.

Quando uma populacdo apresenta suspeita de resisténcia elevado, sdo necessarios
inimeros estudos. Isso posto, é preciso analisar os critérios, pois, 0 que pode ser considerado
suspeita de resisténcia para um herbicida pode ocorrer por inimeros fatos, incluindo aspectos
fisiolégicos e morfologicos, além de moleculares (CARVALHO; CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEJERO, 2009).

A distruibuicdo dos estbmatos na placa foliar, assim como a ocorréncia estomatica
foram semelhantes entre os bidtipos suscetiveis e resistentes. As folhas de D. insularis
apresentam estdmatos organizados em linhas paralelas (Figura 6A), com as células-guarda na
forma de halteres e as células interestomaticas com extremidades ligeiramente concavas (Figura
6B). Essas caracteristicas de estdbmatos e de célula guarda ocorrem naturalmente na familia
Poaceae (MACHADO et al. 2008). Destacamos também que as folhas dessa planta séo
anfiestomaticas, em que ha presenca de estdbmatos em ambas as faces epidérmicas, mas com

predominio na face abaxial. No presente estudo, apenas a face adaxial da folha foi analisada.
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Figura 6 - Anatomia estomatica da folha de Digitaria insularis. A - Detalhe da epiderme foliar,
evidenciando os estdmatos em fileiras ao longo das nervuras em vista frontal na objetiva de
20x — barra de 1 um. B - Impressao foliar, destacando em vista frontal na objetiva de 20x —

barra de 1 um. B — Impresséo foliar, destacando em vista frontal o estdmato (Es) em forma de
halteres na objetiva de 40x.

Para caracteristica de condutdncia estomatica € notavel que existe uma maior
concentracdo dos dados para todos os bidtipos na dose 0%, por conta disso o violino se
apresenta mais arredondado (Figura 6A). A condutancia estomética € uma medida da facilidade
com gue gases como CO2 e 02 se movem através dos estdmatos, que sdo poros na superficie
das folhas das plantas. Uma alta condutancia estomaética indica que as plantas estdo se
beneficiando da entrada de CO2, que € essencial para a fotossintese, enquanto uma baixa
condutancia estomatica pode limitar a taxa fotossintética e, portanto, a producdo de biomassa
(DRAKE et al, 2013). Desse modo, os bidtipos com 0% (sem aplicacdo de glifosato)
apresentam alta condutancia estomatica comparado com os bidtipos que foram aplicadas doses
do herbicida.

Para as doses de 50% e 100% como mostra a Tabela 6, as médias dos valores de
condutancia sdo maiores para o bi6tipo B6, assim como a loca¢do dos dados representados nas
Figuras 7B e 7C, que se mantem na mediana ou acima do primeiro quartil em 200% (Figura
7D) e 400% (Figura 7E) da dose recomendada. Junto com a condutancia estomética, o biotipo
B6 apresenta maior densidade de estdbmatos na lamina foliar. Essa condicdo esta atrelada, sendo
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uma estratégia que auxilia nas trocas gasosas dos biotipos suscetiveis, favorecendo a maior

entrada de CO2 (DRAKE et al, 2013).

Tabela 6 - Médias para os seis biotipos de Digitaria insularis submetidas a diferentes subdoses
de glifosato, aos 15 dias apo6s a aplicagdo (DAA). Alegre — ES, UFES, 2023.

Meédia do Violino

DOSES BIOTIPOS DE COND
0% Bl 0,098 0,7121
0% B2 0,1228 0,4629
0% B3 0,1105 0,4868
0% B4 0,1194 0,1688
0% B5 0,1276 0,2194
0% B6 0,1813 1,567
50% Bl 0,058 0,0958
50% B2 0,085 0,0261
50% B3 0,074 0,0611
50% B4 0,0951 0,0266
50% B5 0,1105 0,0239
50% B6 0,1719 0,8039

100% Bl 0,0492 0,084
100% B2 0.0987 0,0272
100% B3 0.0989 0,0529
100% B4 0,0432 0,0484
100% B5 0,0283 0,0109
100% B6 0,1734 1,401
200% Bl 0,0284 0,0015
200% B2 0,1105 0,0045
200% B3 0,0733 0,0354
200% B4 0,0856 0,0340
200% B5 0,1118 0,0153
200% B6 0,1228 1,087
400% Bl 0,0733 0,4867
400% B2 0,0732 0,2274
400% B3 0,1281 0,2010
400% B4 0,1105 0,4260
400% B5 0,1281 0,1822
400% B6 0,1473 0,9373

Para os biotipos B1, B2, B3, B4 e B5 é possivel observar uma reducdo na condutancia

estomatica como € observado na Tabela 6. e devido a diminui¢do na variabilidade dos dados

principalmente apos aplicacdo de 50% da dose do herbicida (Figura 7B). Os bidtipos citados
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apresentaram certa resisténcia as doses de herbicida aplicado, devido a diminuicdo da
condutancia estomatica apos a aplicacdo do glifosato. Os estudos de Silva et al. (2020)
corroboram com os resultados do presente estudo, em que foram avaliados a suscetibilidade de
D. insularis ao glifosato e outros herbicidas e observaram que o glifosato reduziu
significativamente a condutancia estomética da planta, além de reduzir a taxa de fotossintese.

Em 200% (Figura 7D) e 400% (Figura 7E) é notdrio reducgdo na concentragdo dos dados
e nos valores para essa carateristica, devido afilamento do corpo do violino. Em 400% a locacéo
dos dados encontra-se abaixo da média e os valores abaixo de 0,48 para os biotipos B1, B2, B3,
B4 e B5. Resultados semelhantes foram encontrados por Procopio et al. (2004), que avaliaram
a condutancia de trés espécies de plantas daninhas Euphorbia heterophylla, Bidens pilosa e
Desmodium tortuosum, observando valores semelhantes ao da Digitaria insularis no presente
trabalho, com valores variando 1,0 a 0,5 mol m-2s-1,

Ademais, confirmando aos resultados citados, Zhang et al. (2019) estudaram a resposta
fisioldgica e bioquimica de D. insularis ao glifosato e constataram que a aplicagdo de glifosato
afetou negativamente a condutancia estomatica e a taxa de fotossintese da planta. Os resultados
sugerem que o glifosato pode reduzir a condutancia estomatica em Digitaria insularis, afetando
negativamente a taxa de fotossintese e, consequentemente, o crescimento da planta. No entanto,
é importante notar que os resultados podem variar dependendo das condicdes de cultivo e da
dosagem do herbicida utilizado.

Para densidade estomatica (DE) é observado que para o biétipo B6 a variabilidade dos
dados é maior para todas as doses de glifosato (Figura 2F, 2G, 2H, 21, 2J) por isso 0s violinos
sdo mais alongados. Os valores para essa carateristica sdo maiores, encontrando-se em torno e
acima da média, como é observado na Tabela 6, confirmando que para o bi6tipo B6 a média da
densidade estomatica € maior em relacdo aos demais bi6tipos. Segundo Hess e Falk (1990) a
grande quantidade de estdmatos nas diferentes faces das folhas aumenta a absorcdo de
herbicidas, associado a cuticula fina e mais permeavel, para os bidtipos suscetiveis.

O bidtipo B6, sendo suscetivel se destaca em relagdo a DE quando comparado aos
bidtipos resistentes. Corroborando as pesquisas realizadas que confirmaram a maior absorcédo
de herbicidas por espécies suscetiveis tem sido associada a presenca de estdbmatos na epiderme
adaxial da folha (WYRILL e BURNSIDE, 1976). Logo, esse fato pode explicar a
suscetibilidade do biotipo B6 neste trabalho. Em resumo, os resultados sugerem que a densidade
estomatica pode ser um fator importante a considerar quando se avalia a absor¢do de herbicidas

pelas plantas e a suscetibilidade aos mesmos. O bi6tipo B6 apresentou uma maior densidade
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estomatica, 0 que pode ter contribuido para sua maior absor¢do de glifosato e sua
suscetibilidade ao herbicida em relagdo aos biotipos resistentes testados.

Ja, para os biotipos B1, B2, B3, B4 e B5 os valores de densidade estomatica diminuem
na dose de 50%. E a variabilidade dos dados é reduzida para todas as outras subdoses, causando
afilamento no corpo do violino. Para as concentragdes de 200 e 400%, os biétipos B1, B2, B3,
B4 e B5 mantem-se com os valores de densidade estomatica em torno da média como é
observado na Tabela 6. De acordo com Procépio et al. (2004) relataram que 0 menor nimero
de estdbmatos na face adaxial seria um dos principais obstaculos a penetracdo dos herbicidas.
Isso posto, pode explicar a possivel resistencia desses biotipos, devido a reducdo da densidade
de estbmatos a partir da aplicagdo de doses elevadas do herbicida glifosato. Outra pesquisa
realizada por Gomes et al. (2014) também avaliou o efeito do glifosato na densidade estomatica
de Digitaria insularis, em plantas adultas. Os resultados deste estudo foram semelhantes aos
do presente estudo mostrando uma diminuicdo significativa na densidade estomatica em
resposta ao tratamento com glifosato para os bi6tipos resistentes.

Dessa forma, é fundamental que os estudos realizados considerem uma emergéncia
representativa da populacdo de suspeita de resisténcia, além de utilizar diferentes técnicas para

a identificacdo dos possiveis mecanismos de resisténcia.
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Tabela 7 - Gréficos de Violino. Variacdo das caracteristicas estométicas para cada bitipo em
diferentes concentracdes de glifosato. As caracteristicas de densidade estomatica e condutancia
estomatica. Os bidtipos sdo indicados por B1, B2, B3, B4, B5, B6. E as concentracdes de glifosato
indicadas por: 0%, 50%, 100%, 200% e 400%.
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4. CONCLUSAO

Houve modificacdes quanto aos indices fisiologicos de balango de nitrogénio,
antocianina, flavonoides e clorofila. Os bi6tipos estudados mostraram-se resistentes as doses
de glifosato aplicadas, exceto o biotipo B6 que nao resistiu as doses elevadas do herbicida. Para
os bidtipos B1, B2, B3, B4 e B5 a a¢do do herbicida néo refletiu na eficiéncia de controle. Visto
que os bidtipos resistiram a acdo do herbicida na dose de 400% do recomendado.

E possivel afirmar que as caracteristicas fisioldgicas e morfoldgicas estomaticas
relacionadas a fotossintese estdo relacionadas a resisténcia de plantas daninhas ao herbicida
glifosato, sendo necessario realizar mais estudos para compreender melhor os fatores que
criaram para a resisténcia de plantas daninhas ao glifosato e desenvolver estratégias mais
eficazes de controle dessas plantas indesejadas.



45

5. REFERENCIAS

ALCANTARA, R.; FERNANDEZ, P.; SMEDA, R. J.; ALVES, P. L.; PRADO, R. Response
of Eleusine indica and Paspalum distichum to glyphosate following repeated use in citrus
groves. Crop Protection, v. 79, p. 1-7. 2016.

ALVES, R. M., INACIO, E. M., MONQUERO, P. A., MENEGUIN, S. P., e HIRATA, A.
Leafsurface characterization and the effects of the herbicide saflufenacil on the leaves of
weeds. Brazilian Journal of Agricultural Sciences/Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias,
9(4). 2014.

ALVEZ, P.L.C.A.; LEITE, J.L.B.; VICENTE, L.H.C.R.; SOUZA, G.A.; PEREIRA, F.F.
(West Lafayette, Ind.)(USA), 1995.

AMARAL, L.R, AZEVEDO, A.A, DAMATTA, F.M, e FERREIRA, E.A. Efeitos do
glifosato em plantas resistentes de Digitaria insularis testadas em diferentes doses.
Ecotoxicologia e seguranca ambiental, 172, 75-80. 2019.

BALBINOT JUNIOR, A. A.; FRANCHINI, J. C.; DEBIASI, H.; WERNER, F. Plantio direto
momento de dessecacdo das braquiérias em soja sob SPD. A Granja, p. 63-65, jan. 2019.

BARROSO, A.AM.; GALEANO, E.; ALBRECHT, AJ.P.; REIS, F.C.; e VICTORIA
FILHO, R. A anatomia foliar do capim-azedo influencia a resisténcia ao
glifosato? Comunicata Scientiae 6, 4: 445-453. 2015.

BENEDETTI, Lariza. Seletividade de herbicidas na cultura da soja em funcéo de diferentes
umidades do solo. 75 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduacao em Fisiologia
Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2015.

BORTOLO, D.P.G.; MARQUES, P.A.A.; PACHECO, A.C. Teor e rendimento de
flavonoides em caléndula (Calendula officinalis L.) cultivada com diferentes laminas de
irrigacéo. Rev. bras. plantas med. vol.11 no.4 Botucatu 20009.

CHRISTOFFOLETI, Pedro Jacob e LOPES OVEJERO, Ramiro Fernando. Resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas: defini¢des, bases e situacdo no Brasil e no mundo. Aspectos de
resisténcia de Plantas Daninhas a Herbicidas. Traducdo . Piracicaba: Associacdo Brasileira de
Acdo a Resisténcia de Plantas Daninhas aos Herbicidas - (HRAC-BR), 2008.

COELHO, F.S.; FONTES, P.C.R.; PUIATTI, M.; NEVES, J.C.L.; SILVA, M.C. de. Dose de
nitrogénio associada a produtividade de batata e indices do estado de nitrogénio na folha.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v.34, p.1175-1183, 2010.

CRUZ, G., SOUZA, V.C.; ANDRADE, F.F, e ALVES, P.L.C.A. Efeitos do glifosato na
producdo de antocianina em Digitaria insularis resistente ao glifosato. Pest Management
Science, 76(10), 3468-3474, 2020.

DA SILVA CARPEJANI, Meirielly; DE OLIVEIRA JUNIOR, Rubem Silvério. Manejo
quimico de capim amargoso resistente a glyphosate na pré-semeadura da soja. Campo Digital,
v. 8, n. 1, p. 26-33, 2013.



46

DALAZEN, G.; SANTOS, J. B.; AVILA, L. A.;; MACHADQO, S. L. O.; MARTINS, L. F,;
SILVA, J. B.; CARVALHO, S. J. P. Efeito de inibidores de enzimas P450 sobre plantas de
capim-arroz tratadas com imazethapyr. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE ARROZ
IRRIGADO, 9, Pelotas. Anais... Pelotas: SOSBALI, p. 799-802. 2015.

DRAKE, P.L , FROEND, R.H, e FRANKS, P.J . Smaller and faster stomata: Sizing stomata
size, response rate and stomatal conductance. Journal of Experimental Botany, 64 (2), 495 -
505. 2013.

GODOY, M.C. Efeito do glifosato em bi6tipo de Digitaria insularis resistente. Revista
Brasileira de Herbicidas, 15(1), 43-49. 2016.

GOMES, M. P., SMEDBOL, E., CHALIFOUR, A., HENAULT-ETHIER, L., LABRECQUE,
M., LEPAGE, L., e LUCOTTE, M. Alteration of plant physiology by glyphosate and its by-
product aminomethylphosphonic acid: an overview. Journal of Experimental Botany, 65(17),
4691-4703. 2014.

HESS, F. D.; FALK, R. H. Herbicide deposition on leaf surfaces. Wees Sci., v.38, n.3, p.280-
288, 1990.

JONES, A. B., et al. Physiological and genetic characterization of glyphosate-resistant and -
susceptible biotypes of Digitaria insularis. Weed Science, 67(1), 17-25. 2019.

LACERDA, André Luiz de Souza. Fluxos de emergéncia e banco de sementes de plantas
daninhas em sistemas de semeadura direta e convencional e curvas dose-resposta ao
Glyphosate. Tese de Doutorado. Universidade de Séo Paulo. 2003.

LIU, Y., etal. Nitrogen metabolism alteration and detoxification mechanisms in glyphosate-
resistant and -susceptible goosegrass (Eleusine indica (L.) Gaertn.). Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 68(22), 6192-6203. 2020.

LOPES R. M.; OLIVEIRA T. D.; NAGEM T. J.; PINTO A. D. S. Flavonoides. Biotecnologia
Ciéncia & Desenvolvimento. v. 3, n. 14. 2010.

LOPEZ OVEJERO, Ramiro F.; CHRISTOFFOLETI, Pedro J.; CARVALHO, Saul J. P. de;
NICOLAI, Marcelo; LIMA, Matheus; MARTINS, Bianca A.; MORAES, Rafaela M.
Frequency and dispersal of glyphosate-resistant sourgrass (Digitaria insularis) populations
across brazilian agricultural production areas. Weed Science, v. 65, n. 2, p. 285-294, 2017.

MACHADO, A.F.L.; MEIRA, R.M.S.; FERREIRA, L.R.; FERREIRA, F.A.; TUFFI-
SANTOS, L.D.; FIALHO, C.M.T.; e MACHADO, M.S. Caracterizacdo anatomica de folha,
colmo e rizoma de Digitaria insularis. Planta Daninha 26, 1: 1-8. 2008.

MATERN, V.; GRIMMIG, B. Natural phenols as stress metabolites. Acta Horticulturae, n.
381, p. 448-462, 1994.

NUNES, A.L., DA SILVA, AA.,, ROCHA, P.R.R., SANCHES, J.C., OLIVEIRA JUNIOR,
R.S., YAMADA, T., e VICTORIA FILHO, R. Glyphosate resistance affects nitrogen use
efficiency and nutrient uptake by Digitaria insularis biotypes under different water stress
conditions. Pest Management Science, 76(9), 3000-3008, 2020.



47

PROCOPIO, S. O.; SANTOS, J. B.; SILVA, A. A.; MARTINEZ, C. A.; WERLANG, R. C.
Caracteristicas fisiologicas das culturas de soja e feijao e de trés espécies de plantas daninhas.
Planta Daninha, Vigosa-MG, v.22, n.2, p.211-216, 2004.

REINERT, D. J., REICHERT, J. M., BRAIDA, J. A., e HORN, R. Limites criticos de
densidade do solo para o crescimento de raizes de plantas de cobertura em argissolo
vermelho. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, 32(5), 1805-1816. 2008.

RODRIGUES, B. N.; ALMEIDA, F. S. Guia de herbicidas. 6. ed. Londrina: Ed. dos Autores,
2011.
RODRIGUES, B.N.; ALMEIDA, F.S. Guia de herbicidas. 5 ed. Londrina, 592p. 2005.

ROSS, M. A.; CHILDS, D. J. Herbicide mode-of-action summary. Weed science Herbicide
Mode-of-Action Summary, 1996.

ROSSI, C.; FAQUIN, V.; CURI, N. Calagem e fontes de fosforo na producdo do braquiardo e
niveis criticos de fosforo em amostras de Latossolo dos Campos das Vertentes (MG). Revista
Brasileira de Zootecnia, v.26, n.6, p.1083-1089, 1997.

SANTOS, A. S. FERREIRA, A. S. CARDOSO, V. R. and TEIXEIRA, F. S. "Modeling and
simulation of a solar flat-plate collector for domestic water heating,"” Revista Brasileira de
Engenharia Agricola e Ambiental, vol. 21, no. 8, pp. 577-582, 2017.

SCAPIM, C. A. et al Yield stability in maize (Zea mays L.) and correlations among the
parameters of the Eberhart and Russell, Lin and Binns and Huehn models. Genetics and
Molecular Biology, v. 23, n. 2, p. 387-393, 2000.

SCHRUBBERS, L.C.; PERINA, F.J.; RODRIGUES, B.N.; CASTRO, E.M.; FRANCO, AR;
NEVES, M.C.P.; CUNHA, G.R.; ZOBIOLE, L.H.S. Glyphosate accumulation, translocation,
and biological effects in Coffea arabica after single and multiple exposures. European Journal
of Agronomy, v. 80, p. 46-54, 2016.

SILVA, D. R., CARVALHO, L. B., FERREIRA, F. A., MIRANDA E. S., e FERREIRA, F.
A. Glyphosate and other herbicides affect the physiological and biochemical parameters of
Digitaria insularis. Planta Daninha, 38. 2020.

SILVA, D. V. Métodos nédo destrutivos para estimativas de clorofilas como indicadores da
qualidade de mudas de espécies florestais. 2014, 62p. Dissertacdo (Mestre em Producéo
Vegetal), Ilhéus, Universidade Estadual de Santa Cruz, 2014.

SILVA, M. L. S.; RESENDE, J. T. V.; TREVIZAM, A. R.; FIGUEIREDO, A.S. T
SCHWARZ, K. Influéncia do silicio na producéo e na qualidade de frutos do morangueiro.
Semina: Ciéncias Agrarias, v. 34, n. 6Supll, p. 3411-3424, 2013.

SILVA, R. B, et al. Flavonoid production and characterization in glyphosate-resistant and
susceptible biotypes of Digitaria insularis. Journal of Plant Interactions, 16(1), 163-172. 2021.

SILVA, R. L.; MARTINS, L. D. V.; BANTIM FELICIO CALOU, |.; MEIRELES DE DEUS,
M. D. S.; FERREIRA, P. M. P.; PERON, A. P. Flavonoides: constituicdo quimica, agdes
medicinais e potencial toxico. Acta toxicoldgica argentina, v. 23, n. 1, 2015.



48

SILVEIRA, Hellen Martins da. Confirmac&o e caracterizacao fisioldgica de Digitaria insularis
resistente ao glyphosate. 39 f. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de
Vicosa, Vigosa. 2017.

SMITH, J. K., et al. Photosynthetic rate, glyphosate susceptibility, and leaf anatomy of
selected glyphosate-resistant biotypes of horseweed (Conyza canadensis) and giant ragweed
(Ambrosia trifida). Weed Science, 66(6), 741-750. 2018.

TAIZ L., ZEIGER E. Fisiologia Vegetal. 4 ed. Porto Alegre: Artmed, 2009, 848p.
TORRES NETTO, A.; CAMPOSTRINI, E.; OLIVEIRA, J.G.; SMITH, R.E.B.
Photosynthetic pigments, nitrogen, chlorophyll fluorescense and SPAD-502 readings in
coffee leaves. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v.104, p.199-209, 2005.

WYRILL, J.B.; BURNSIDE, O.C. Absorption, translocation and metabolism of 2,4-D and
glyphosate in commom milkweed and hemp dogbane. Weed Science., v. 24, n. 6, p. 557-566,
1976.

ZHANG, L., LI, Y., LU, Y., HU, Y., ANDERSON, C. W. N., e LIU, T. X. Physiological and
biochemical response of Digitaria insularis to glyphosate. 2019



