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1. RESUMO

Para que ocorra o efetivo controle de plantas daninhas é preciso que o herbicida além de ser
absorvido, translocado e redistribuido pelas plantas, chegue até o sitio de acdo em quantidade
suficiente para ser fitotoxico, ou seja, uma vez presente na célula, interfira nos processos vitais
especificos da planta daninha. Como o amicarbazone é um herbicida inibidor da fotossintese
torna-se necessario que alcance os cloroplastos das células das folhas para atuar em seu sitio de
ligagdo no fotossistema Il. Como consequéncia da interrupgdo do transporte de elétrons no
fotossistema Il ocorre um incremento na fluorescéncia produzida, além da formacéo de radicais
livres que levam a planta a morte. Ainda para o sucesso no controle quimico de plantas daninhas
na producdo da cana-de-acUcar & importante a seletividade da cultura aos herbicidas. Ha
cultivares que apresentam respostas diferenciadas aos herbicidas, tendo como conseqléncias
frequentes, problemas de fitotoxicidade, podendo ocasionar reducéo na produtividade do canavial

para as cultivares mais sensiveis. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a absorcéo e



intoxicagdo de plantas daninhas e diferentes cultivares de cana-de-aglcar submetidas ao
amicarbazone. O trabalho foi desenvolvido em quatro experimentos, sendo que o primeiro foi a
verificacdo do consumo de agua através da pesagem diaria para Digitaria horizonthalis, Panicum
maximum Jacg., Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell, Ipomoea hederifolia L. e Brachiaria
decumbens Stapf. e para as cultivares de cana-de-aclcar PO8862, SP80 3280 e RB83 5486,
caracterizadas como sensivel, intermediéria e tolerante ao amicarbazone respectivamente. No
segundo experimento foi quantificada a concentracdo do amicarbazone, imazapic, tebuthiuron e
hexazinone em seiva de xilema das trés cultivares de cana-de-agucar e da Ipomoea grandifolia
através da bomba de schollander e da cromatografia e espectrometria de massas (LC-MS) para
extracdo e quantificacdo dos compostos respectivamente. No terceiro experimento foi
correlacionada a taxa de transporte de elétrons (ETR) com a concentracdo de amicarbazone
absorvido pelas cultivares de cana-de-acUcar e pela Ipomoea grandifolia. As leituras do ETR
foram realizadas com um fluorémetro portétil. E no quarto experimento foi verificada a resposta
das plantas daninhas Ipomoea grandifolia, Brachiaria decumbens e Digitaria horizonthalis, em
relacdo ao ETR, quando submetidas ao amicarbazone em solucdo e na seqiiéncia a solucdao sem
herbicida. Verificou-se através dos experimentos que a reducdo dos valores da ETR pode ser
utilizada para indicar o nivel de intoxicacdo de plantas daninhas e de plantas de cana-de-agucar
ao amicarbazone. A taxa de transpiracdo e, conseqlientemente, a taxa de consumo de agua,
mostraram-se determinantes da taxa de intoxicacao das plantas de diferentes espécies e cultivares
pelo amicarbazone. E, as concentracBes de herbicidas na seiva do xilema sdo bastante variaveis
em funcdo do tipo de planta e do composto em contato com o sistema radicular indicando que a
facilidade de absorcdo pelas raizes pode ser determinante para a eficacia ou seletividade de
herbicidas.

Palavras - chave: transpiragdo, fotossintese, fluorescéncia, seletividade, Schollander.



EVALUATION OF THE ABSORPTION OF THE AMICARBAZONE AND INTOXICATION
IN SUGARCANE AND WEEDS. Botucatu, 2010. 83 p. (Master in Agronomy/Agriculture) —
Faculty of Agronomic Sciences, State University of Sdo Paulo.

Author: ROSILAINE ARALDI

Adviser: Dr. EDIVALDO DOMINGUES VELINI

2. SUMMARY

To allow for the effective control of weeds, it is necessary that the herbicide can be absorbed,
translocated and redistributed to the plant reaches its site of action in sufficient quantity to be
phytotoxic, i.e. once present in the cell, interfere with vital processes specific to the weed. How
amicarbazone is a photosynthesis inhibitor herbicide is needed to reach the chloroplasts of leaf
cells to act in its binding site in photosystem II. As a consequence of the interruption of electron
transport in photosystem Il is an increase in fluorescence produced, besides the formation of free
radicals that lead to plant death. Even for success in the chemical control of weeds in the
production of sugarcane is important to selectivity of culture to herbicides. There are cultivars
that exhibit differential responses to herbicides, and, as a consequence frequent problems of
phytotoxicity, getting to lead to reduced productivity of sugarcane cultivars to the most sensitive.
Thus, the objective was to evaluate the absorption and toxicity of weeds and cultivars of
sugarcane subject to amicarbazone. The study was conducted in four experiments, and the first
was to check the consumption of water through the daily weights for Digitaria horizonthalis,



Panicum maximum, Ipomoea grandifolia, Ipomoea hederifolia and Brachiaria decumbens and
for the varieties of sugarcane PO8862, SP80 3280 and RB83 5486, characterized as sensitive,
tolerant and intermediate amicarbazone respectively. The second experiment measured the
concentration of amicarbazone, imazapic tebuthiuron and hexazinone in xylem sap of the three
varieties of cane sugar and Ipomoea grandifolia through Schollander pump and the
chromatography and mass spectrometry (LC-MS) to extraction and quantification of compounds
respectively. The third experiment was compared to the electron transport rate (ETR) with the
concentration of amicarbazone absorbed by cultivars of sugarcane and Ipomoea grandifolia. The
readings of ETR were performed with a portable fluorometer. And in the fourth experiment was
verified answer weed Ipomoea grandifolia, Brachiaria decumbens and Digitaria horizonthalis in
relation to ETR, when submitted to amicarbazone in solution and in sequence to the solution
without herbicide. It was found through experiments that the reduction of the values of ETR may
be used to indicate the level of intoxication of weeds and plants from sugarcane to amicarbazone.
The transpiration rate and consequently the rate of water consumption, were determinants of the
rate of poisoning from plants of different species and cultivars by amicarbazone. And,
concentrations of herbicides in the xylem sap are highly variable depending on the type of plant
and the compound in contact with the root system indicating that the ease of uptake by roots can
be crucial to the effectiveness or selectivity of herbicides.

Key Words: transpiration, photosynthesis, fluorescence, selectivity, Schollander.



3. INTRODUCAO

A cana-de-acucar destaca-se como uma das culturas mais importantes do
Brasil, produzindo matéria-prima para a industria sucroalcooleira e para a co-geracdo de energia
elétrica.

Dentre os problemas existentes no cultivo de cana-de-agucar destaca-se a
interferéncia das plantas daninhas, responsavel por até 80% das perdas de producdo. A infestacdo
das plantas daninhas é um dos principais fatores bidticos presentes no agroecossistema da cana-
de-aglcar e as mesmas destacam-se pela rapidez e eficiéncia na utilizacdo da agua e dos
nutrientes do ambiente. Assim acabam prejudicando o desenvolvimento e a produtividade da
cultura, com reducgdes na quantidade e qualidade do produto colhido, diminuicdo do nimero de
cortes vidveis e aumento dos custos de producgdo, além da dificuldade na colheita da cana-de-
acucar (PROCOPIO et al., 2003).

Estima-se que existam cerca de 1.000 espécies de plantas daninhas que
habitam o agroecossistema de cana-de-agUcar, distribuidas nas distintas regiGes produtoras do
mundo (CARVALHO et al., 2005). As espécies daninhas I. grandifolia e I. hederifolia e as
gramineas Digitaria spp., P. maximum e B. decumbens tém sido identificadas, atualmente, como
plantas daninhas de elevada ocorréncia na regido sudeste e centro oeste, causando problemas na
cultura de cana-de-acgucar.

Na condicéo atual de producéo da cana-de-aclcar, 0 método quimico € o

mais utilizado no controle das plantas daninhas em razéo das extensas areas cultivadas, escassez



de mao-de-obra, facilidade de aplicacdo, custo e eficicia do tratamento, além de ser um método
econdmico e de alto rendimento em comparagdo com os outros (ROSSI, 2004).

Para controlar tais plantas daninhas e evitar os possiveis prejuizos a
cultura da cana-de-agucar, muitos herbicidas com diferentes ingredientes ativos e formulacgdes
estdo registrados para o uso no Brasil. Dentre os herbicidas registrados para cana-de-agucar, 0
amicarbazone é um dos mais importantes para o controle das plantas daninhas. Para que ocorra o
efetivo controle das plantas daninhas com a aplicacdo de herbicidas, € preciso que o herbicida
aplicado além de ser absorvido, translocado e redistribuido pelas plantas, chegue até o sitio de
acdo em quantidade suficiente para ser fitotxico, ou seja, uma vez presente na célula, interfira
nos processos Vitais especificos da planta. Como o amicarbazone ¢ um herbicida inibidor da
fotossintese torna-se necessario que o mesmo alcance os cloroplastos das células das folhas para
atuar em seu sitio de ligacdo no fotossistema 1.

O herbicida amicarbazone como inibidor da fotossintese se liga & proteina
D;, ndo permitindo a transferéncia de elétrons entre as Qa e Qg no fotossistema Il. Uma vez
ligado o herbicida a proteina e estando a planta submetida a elevadas taxas de radiacédo
fotossinteticamente ativa, a proteina D; é degradada proteolicamente, dado que a Qg reduzida
reage com o oxigénio, resultando em oxigénio no estado "singlet", altamente energético. Este, por
sua vez, reage com a agua, formando perdxido de hidrogénio, o qual promove peroxidacdo de
membranas e ndo permite com isso a reducdo do NADPH, o qual é essencial para a fixacdo de
CO,. Por conseguinte, ha reducdo na geracdo de energia, resultando em aumento da emissao de
fluorescéncia pelo aparato fotossintético.

A emissdo de fluorescéncia fornece informacgdes sobre 0s processos
fotoquimicos do PSII em plantas. Sob condicdo de baixa luz, ao redor de 95% dos fétons
absorvidos sdo usados na fotoquimica, 4,5% sdo transformados em calor e 0,5% sdo reemitidos
como luz fluorescente. Se todos os centros de reacdo do PSII estiveram fechados por um bloqueio
da fotossintese, 95-97% da energia pode ser dissipada como calor e 2,5-5,0% dissipada via
fluorescéncia (BOLHAR-NORDENKAMPF e OQUIST, 1993).

Ainda para 0 sucesso no controle quimico das plantas daninhas na
producdo da cana-de-aclcar & importante a seletividade de herbicidas na cultura, sendo
considerada a seletividade como uma resposta diferencial de diversas espécies de plantas a um

determinado herbicida (OLIVEIRA Jr, 2001). Algumas -cultivares apresentam respostas



diferenciadas aos herbicidas, tendo, como consequéncias frequentes, problemas de fitotoxicidade,
chegando a ocasionar reducdo na produtividade do canavial para as cultivares mais sensiveis.

A seletividade de herbicidas para a cana-de-agucar ndo pode ser
determinada apenas pela verificacdo ou ndo de sintomas de intoxicacao, pois ja sdo conhecidos
exemplos de herbicidas que podem reduzir a produtividade das culturas sem causar efeitos
visualmente detectaveis e, também, outros que provocam injlrias acentuadas, mas que permitem
a recuperacao plena da cultura (SILVA et al., 2003). Dessa forma, quando o objetivo for avaliar
os efeitos de herbicidas inibidores do fotossistema Il sobre a cana-de-acUcar, é interessante que
além da quantificagdo da produtividade final sejam incluidas também avaliagdes da fotossintese
através da taxa de transporte de elétrons.

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a absorcédo e a

intoxicacdo do amicarbazone em diferentes cultivares de cana-de-agucar e em plantas daninhas.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. A cana-de-agucar

A cana-de-acUcar destaca-se como uma das culturas mais importantes no
Brasil, produzindo matéria-prima para a inddstria sucroalcooleira e co-geracdo de energia
elétrica. A producdo mundial de cana-de-agucar em 2007, em uma &rea de quase 22 milhdes de
hectares, foi de 1.558 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o maior produtor com 33% da
producdo mundial, sequido da India e China com 22,8% e 6,8% respectivamente (SANT’ANNA
etal., 2009).

A érea brasileira de cultivo da cana-de-aclcar passou de 7.070,8 mil
hectares na safra de 2008 para 7.741 mil hectares na safra de 2009, sendo 44,6% da cana-de-
acucar produzida destinada a fabricacdo do acucar e 55,4% destinada para o processamento do
alcool (CONAB, 2009). Na regido Centro-Sul, que inclui estados da regido sudeste, sul e centro-
oeste, cuja participacdo esta proxima de 90% do total nacional, dados resultantes do segundo
levantamento da CONAB indicam um aumento de 11,8% no volume de cana-de-agucar a ser
processada em alcool e aguUcar.

Atualmente, a producdo de cana-de-aclcar se expande de forma
expressiva no Estado de Sdo Paulo, que responde por cerca de 60% da produgéo brasileira de
cana-de-acucar (TORQUATO et al., 2009). Hoje, a cadeia de producéo de cana-de-acucar firma-

se como um dos principais setores do agronegocio paulista, incorporando areas de outras lavouras



e, principalmente, de pastagens (CAMARGO et al., 2008). Essa grande expanséo da produgéo de
cana-de-agucar aliada a um crescimento significativo na instalacdo de novas unidades industriais
de acucar e alcool no Estado de Sdo Paulo ocorre em virtude das condicbes favoraveis vividas
pelo mercado internacional de acgucar e, principalmente, pelo aumento da demanda por etanol
(CAMARGO Jre TONETO Jr, 2009).

A cana-de-acUcar se destaca como uma das principais culturas geradoras
de renda e empregos. A tendéncia da industria sucroalcooleira € de grande crescimento nos
préximos anos em funcdo da necessidade mundial do uso de fontes renovaveis de energia e
matérias primas industriais. Espera-se que cada unidade industrial destinada a transformacao da
cana-de-agucar produza além do aglcar e alcool, energia, créditos de carbono e um grande

nimero de matérias primas industriais.

4.2. Interferéncia das plantas daninhas na cana-de-agUcar

Dentre os diversos problemas existentes no cultivo da cana-de-acucar
destacam-se o controle das plantas daninhas, responsavel por até 80% das perdas de producdo
(AZANIA, 2008). Em casos com alta infestacdo de plantas daninhas na cana-de-agUcar, as perdas
de produtividade podem chegar a 86% na producdo de colmos industrializaveis
(CHRISTOFFOLETI, 1997). Apesar da cultura ser altamente eficiente na utilizagdo dos recursos
disponiveis para o0 seu crescimento e de apresentar fisiologia do tipo C4, ela é muito afetada pela
competicdo com as plantas daninhas, por apresentar, na maioria das situacdes, brotacdo e
crescimento inicial lento (FERREIRA et al., 2005).

A infestagcdo com plantas daninhas € um dos principais fatores bidticos
presentes no agroecossistema da cana-de-acucar que tém a capacidade de interferir no
desenvolvimento e na produtividade da cultura, com reducbes na quantidade e qualidade do
produto colhido, diminuigdo do numero de cortes viaveis e aumento dos custos de producéo,
além da dificuldade na colheita e transporte da cana-de-agticar (PROCOPIO et al., 2003).

Estima-se que existam cerca de 1.000 espécies de plantas daninhas que
habitam o agroecossistema de cana-de-agUcar, distribuidas nas distintas regiGes produtoras do
mundo (CARVALHO et al., 2005). As espécies daninhas I. grandifolia e I. hederifolia e as

gramineas Digitaria spp., P. maximum e B. decumbens tém sido identificadas, atualmente, como
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plantas daninhas de elevada ocorréncia na regido sudeste e centro oeste do Brasil, causando
problemas na cultura de cana-de-agUcar. Em decorréncia da grande competicdo exercida pelas
mesmas, varios estudos tém sido desenvolvidos objetivando entender melhor o comportamento
destas plantas e, consequentemente, maneja-las de forma satisfatoria.

A |. grandifolia € uma espécie que causa prejuizos a cana-de-aglcar,
especialmente em canaviais colhidos sem a queima prévia. A medida que o sistema radicular se
desenvolve, aumenta a competicdo com a cultura por agua e nutrientes no solo. A competicdo
ganha maior atencdo quando a espécie infestante se envolve nos colmos e alcancam o apice das
plantas de cana-de-agUcar, dificultando a absor¢do de luz, com consequente prejuizo a
fotossintese, alem de reduzir a eficiéncia operacional das colhedoras (ELMORE et al., 1990).

Em areas de canaviais, a espécie B. decumbens torna-se de dificil
controle, principalmente, em funcdo de sua alta agressividade vegetativa e reprodutiva (BRAZ e
DURIGAN, 1992). Os periodos de chuvas frequentes e temperaturas elevadas favorecem a maior
intensidade na germinacdo dessa espécie, tornando essas plantas excelentes extratoras de
nutrientes do solo (BIANCO et al., 2005).

Em culturais anuais, principalmente em periodos de estiagem, a espécie
de Digitaria spp. leva grande vantagem sobre as culturas, pois se desenvolvem rapidamente. Esta
graminea monopoliza a area infestada, pois seu habito de crescimento permite que os finos
colmos da planta mae se alastrem, com brotacdo das gemas, formando novas touceiras (AZANIA
et al., 2008).

Os recursos mais freqlientemente passiveis de competicdo das plantas
daninhas com a cana-de-agUcar sdo 0s nutrientes minerais, a luz, a 4gua e o espaco, podendo
também liberar substancias com efeitos alelopéticos, provocando sérias perdas na produtividade
(VICTORIA FILHO e CHRISTOFFOLETI, 2004). Devido a agressividade das plantas daninhas,
as mesmas destacam-se na rapidez e eficiéncia de utilizacdo da agua do ambiente, permitindo sua
sobrevivéncia e vantagem de crescimento sobre as culturas.

O consumo de agua continuamente pelas plantas é uma conseqiiéncia da
fotossintese no ambiente terrestre. Os mecanismos de transpiracdo, ou seja, de transporte de agua
do solo para a atmosfera através da planta esta associado a diferentes forcas propulsoras, sendo a
capilaridade o elemento chave que permite 0 movimento de agua do solo para as folhas (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Esse processo de consumo de agua pelas plantas € regulado principalmente
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pelas células-guarda, as quais regulam o tamanho da fenda estomaética para atender a demanda
fotossintética de aquisicdo de CO,, enquanto minimizam a perda de agua para a atmosfera.

As plantas daninhas destacam-se quanto a eficiéncia dos processos
fisioldgicos de transpiracdo. A competicdo dessas plantas por agua interfere e contribui para a
reducdo da produtividade da cana-de-acUcar e de muitas outras culturas de interesse comercial,
quando néo controladas (MECKEL et al., 1984).

Procépio et al. (2004) verificaram que as espécies Bidens pilosa e
Euphorbia heterophylla apresentaram maior eficiéncia no uso da agua e maior taxa de
fotossintese liquida em relagdo a soja e ao feijdo, nos estadios iniciais de crescimento. Estas
caracteristicas fisiologicas juntamente com a plasticidade de resposta ao estresse do ambiente
contribuem para o crescimento e perpetuacdo de muitas plantas daninhas em areas agricolas
(SULTAN, 2003). Jones Junior e Walker (1993) observaram que a absorcdo de agua por
Xanthium strumarium superou em duas vezes a capacidade de consumo de agua da soja.

Dalley et al. (2006) observaram em trabalho desenvolvido com milho,
que o contetido volumeétrico de dgua no solo, em varias profundidades, foi menor na presenca de
plantas daninhas em relacdo a area com plantio de milho somente, enfatizando a maior eficiéncia
de absorcao e aproveitamento de dgua pelas plantas daninhas.

Dessa forma, o conhecimento do volume de agua utilizado no processo
transpiratério das plantas daninhas pode ser importante para justificar a maior ou menor
eficiéncia na porcentagem de controle entre as diferentes espécies, permitindo assim, o

desenvolvimento de estratégias no controle das plantas daninhas.

4.3. Controle das plantas daninhas

Os efeitos negativos proporcionados pela presenca das plantas daninhas
podem ser minimizados por praticas de controle ao alcance dos produtores, como metodo
mecanicos, culturais e quimicos. Na condicao atual de producdo da cana-de-agucar no Brasil, o
método quimico é o mais utilizado em razdo das extensas areas cultivadas, escassez de mao-de-
obra, facilidade de aplicacéo, custo e eficicia do tratamento, além de ser um método econémico e
de alto rendimento em comparacdo com os outros (ROSSI, 2004). Em consequéncia disso, a

cultura de cana-de-agucar tradicionalmente plantada em grandes areas, assimilou muito rapido
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esta tecnologia, sendo hoje uma das culturas que mais consome herbicidas no Brasil (PROCOPIO
et al., 2003; ROSSI, 2004). Dentre os defensivos agricolas, os herbicidas correspondem a 56% do
volume comercializado no Brasil, sendo a cana-de-acUcar a segunda cultura em consumo deste
insumo no pais, ficando atras apenas da soja (PROCOPIO et al., 2003).

O objetivo do controle quimico de plantas daninhas é a obtencdo de
méaxima eficacia de controle com alta seletividade para a cultura, de forma econémica e com a
minimizacdo dos efeitos ambientais. Os herbicidas atualmente em uso na cultura da cana-de-
acucar apresentam variacdes especificas de eficacia de controle das plantas daninhas em funcéo
do grau de seletividade para a cultura, da dose, época de aplicacdo, estddio fenoldgico e
condices fisioldgicas e bioquimicas da cultura e das plantas daninhas. Os produtos disponiveis
no mercado variam em suas caracteristicas fisico-quimicas, que interagem com 0s aspectos
climaticos, edaficos e culturais dos sistemas de producdo (CHRISTOFFOLETI et al., 2005).

Segundo Azania (2008), o uso de herbicidas em pré ou pds-emergéncia,
quando corretamente aplicados, é eficaz no controle das plantas daninhas. Os herbicidas, na sua
maioria, utilizados para a cultura da cana-de-agUcar, sdo seletivos, devido a aspectos de absorcao
foliar e a degradacdo do herbicida absorvido pela planta cultivada, com controle das plantas
daninhas sem comprometer o desenvolvimento e a produtividade da cultura.

Para controlar as plantas daninhas e evitar os possiveis prejuizos a cultura
da cana-de-acucar, muitos herbicidas com diferentes ingredientes ativos e formulacdes estéo
registrados para 0 uso no Brasil. Entre os herbicidas atualmente mais utilizados para o controle
das plantas daninhas na cultura da cana-de-agUcar estdo amicarbazone, atrazine,
diuront+hexazinone, tebuthiuron, imazapic, sulfentrazone, entre outros (RODRIGUES e
ALMEIDA, 2005).

Dentre os herbicidas registrados para a cultura da cana-de-aglcar, 0
amicarbazone “[1 H-1,2,4-trizole-1-carboxamide, 4 amino-N-(1,1-dimethyl-ethyl)-4,5-dihydro-3-
(1-methyl)-5-0x0]” (Figura 1), € um dos mais importantes, sendo registrado no Brasil com nome
comercial de Dinamic, sob o n° 0106010419003 (Ministério da Agricultura Abastecimento e
Pecuaria — MAPA), para o controle de plantas daninhas mono e dicotileddneas. E comercializado
na formulacdo de grénulos dispersiveis em &gua, na concentracdo de 700 g de ingrediente ativo
por Kg de produto, pertence ao grupo quimico das triazolinonas, possui classe toxicoldgica Il e
intervalo de seguranca de 269 dias (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005; TOLEDO et al., 2004).
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CH(CH,),

Figura 1. Férmula estrutural do amicarbazone (ANVISA, 2009).

O amicarbazone apresenta absorcdo radicular e foliar, sendo
recomendado para aplicacdes em pré-emergéncia e pos-emergéncia precoce, quando as plantas
apresentarem no maximo quatro folhas, em cana planta e em cana soca. O mecanismo de acdo é a
inibicdo do fotossistema Il, que inibe a fotossintese das plantas e o transporte de elétrons, alem de
paralisar a fixacdo de CO, e NADPH,, os quais sdo elementos essenciais ao crescimento das
mesmas (TOLEDO et al., 2004). A morte das plantas, entretanto ocorre devido a peroxidacao de
lipidios e proteinas, promovendo a destruicdo das membranas e perda de clorofila. Os principais
sintomas nas plantas sensiveis sdo clorose, reducdo no crescimento e necrose foliar
(RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). Na aplicacdo em po6s-emergéncia inicial, ocorre a rapida
necrose das folhas devido a destruicdo das membranas celulares. Os sintomas manifestam-se
inicialmente nas bordas das folhas e progridem por todo o tecido foliar, com a morte das plantas
daninhas.

Segundo Toledo et al. (2004), foram mais de 313 ensaios de pesquisa e de
291 areas demonstrativas conduzidos em vaérias regides canavieiras, modalidades e condicdes de
aplicacdo e safras de cana-de-acUcar, que comprovaram o bom desempenho do produto. Estes
trabalhos demonstraram que o amicarbazone nas doses de 1055 a 1400 g ha' apresentou
excelente eficacia agronémica no controle de plantas daninhas monocotileddneas, como capim-
colonido (Panicum maximum), capim-colchdo (Digitaria ciliaris, Digitaria nuda, Digitaria
horizonthalis), capim-marmelada (Brachiaria plantaginea), capim-braquiaria (Brachiaria
decumbens) e de dicotiledbneas, como varias espécies de corda-de-viola (Ipomoea grandifolia,
Ipomoea nil, Ipomoea quamoclit e outras), meldo-de-S&o-Caetano (Momordica charantia), erva-
de-rola (Croton lobatus), burra-leiteira (Chamecyce hypsofolia), dentre outras.

Carbonari (2007) observou que o amicarbazone aplicado em diferentes
condicBes e épocas, permitiu obter elevados niveis de controle de B. decumbens, Digitaria spp e

I. grandifolia. Negrisoli et al. (2007) constataram elevada eficcia do amicarbazone para o
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controle de I. grandifolia, com alta sensibilidade aos tratamentos com o herbicida. Para B.
decumbens os tratamentos com amicarbazone foram eficientes quando o herbicida atingiu o solo,
independentemente se aplicado diretamente ou lixiviado da palha pela chuva, com 78% de
controle aos 10 DAA. De acordo com Chiovato (2009), a aplicacdo do amicarbazone em
Digitaria horizonthalis proporcionou um controle ineficiente aos sete dias apds a aplicagdo
(DAA), evoluindo para um nivel excelente de controle aos 14 DAA.

A acdo seletiva do amicarbazone é primariamente determinada pela
diferenca de metabolismo das plantas daninhas e da cana-de-aclcar e também pelo

posicionamento no solo, relacionado com a absor¢do do mesmo (TOLEDO et al., 2004).

4.4. Absorcao, translocacao e redistribuicdo de herbicidas nas plantas

Quando a planta esta transpirando ativamente, existe um fluxo continuo
de &gua das raizes até a parte aérea das plantas, sendo este processo fundamental para que 0s
herbicidas absorvidos pelas raizes sejam transportados até as folhas. A absorcdo de herbicidas
pelas raizes ndo é tdo limitada quanto a absorcdo pelas folhas, devido a pouca gquantidade de
substancia lipidica ou auséncia de cuticula nos pontos de maior absorcdo de agua e herbicida,
uma vez que estes pontos sdo constituidos por pélos na extremidade da raiz, garantindo uma
maior area de superficie de absorcéo.

A absorcdo de herbicidas pela planta envolve a penetracdo inicial por
regibes metabolicamente ndo ativas e, posteriormente, a absorcdo simplastica, sendo a duracdo
desse processo dependente da espécie envolvida, da idade da planta, das condi¢cdes ambientais, da
concentracédo do herbicida, dentre outros fatores (SILVA et al., 2007).

A maior barreira para a absor¢do dos herbicidas na raiz corresponde as
estrias de Caspari, que sdo cintas de material lipofilico envolvendo as células da endoderme.
Embora existam alguns herbicidas que possam cruzar estas estrias, a quase totalidade destes tem
que adentrar ao simplasto, caminhando de célula a célula, através dos plasmodesmos, para que
possam ultrapassar esta barreira. No centro do caule, os herbicidas devem sair do simplasto para
atingir o xilema, um tecido apoplastico.

A absorgéo pelas raizes, combinada com a translocagdo pelo xilema, é

particularmente importante para herbicidas inibidores da fotossintese, compreendendo 0s grupos
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quimicos das uréias, uracilas, triazinas e triazolinonas. O xilema constitui-se em eficiente sistema
de distribuicdo destes herbicidas nas folhas das plantulas de espécies daninhas, pois cada uma das
células das folhas esta conectada ao sistema radicial da planta através deste sistema condutor.
Essa translocacdo dos herbicidas pelos tecidos vasculares € fundamental para que os herbicidas
alcancem os sitios de acdo, onde irdo exercer sua atividade (SATICHIVI et al., 2000).

Os processos de absorcdo e translocacao de herbicidas dependem também
das caracteristicas apresentadas pelos mesmos, sendo importantes no entendimento de suas
propriedades. A principal caracteristica € constituida pelas propriedades lipofilicas e hidrofilicas
dos herbicidas, as quais podem ser medidas através do coeficiente de particdo octanol-agua (Kow).
Este coeficiente representa a proporgédo entre as quantidades de um determinado herbicida que
migram para um solvente organico apolar (geralmente o octanol) ou para a dgua (polar), quando
adicionado e agitado em frascos onde se encontram quantidades determinadas destas substancias,
utilizadas como solventes. Quanto maior o coeficiente de particdo do herbicida, maior a sua
lipofilicidade, sendo verificada correlagdo linear inversa entre os valores de tal coeficiente e a
solubilidade em agua.

Briggs et al. (1982), verificaram que herbicidas com K, proximos a 100,
sdo 0s que apresentam maior facilidade para atravessar a plasmalema, ou seja, entram e saem
com maior facilidade no simplasto, e sdo mais facilmente transportados das raizes a parte aérea
das plantas. Produtos mais lipofilicos, (Kew > 10.000) ou hidrofilicos (Kew < 0,32), foram
transportados a parte aérea com grande dificuldade, apesar do grande acumulo dos produtos
lipofilicos nas raizes. Briggs (1984) observou ainda que compostos lipofilicos podem sofrer forte
adsorcdo pela matéria organica do solo e que, em funcdo disto, o transporte a parte aérea das
plantas tende a ser maximo para compostos com Ko, entre 10 e 30, aproximadamente, apesar de
0s maximos transportes terem sido verificados com valores de K, préximos a 100.

O Kow de alguns herbicidas utilizados na cana-de-agUcar é de 16 para o
amicarbazone, 11,3 para hexazinone, 671 para o tebuthiuron e em torno de 0,01 para o imazapic
(RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). De acordo com a observacdo de Briggs (1984) é possivel
inferir que o amicarbazone apresente melhor condicdo de ser absorvido pelas plantas devido a
faixa de abrangéncia 6tima do K,,, de 10 a 30.

Feng et al., (1998) verificaram que a capacidade de absor¢do do
glyphosate foi 10% maior para 0 milho do que para Abuthilon theoprasti, uma dicotiledonea.
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Taxa similar da absor¢do do milho foi relatado para outras monocotileddneas, incluindo
Echinochloa crusgalli (DEVINE et al.,, 1983). Maiores taxas relativas de absorcdo foram
encontradas para monocotileddneas anuais quando comparada com espécies de folhas largas
(FENG et al., 1998) podendo explicar a maior eficacia do glyphosate em monocotileddneas.

Dentre os herbicidas utilizados no controle de Cirsium arvense (planta
daninha perene considerada agressiva para as culturas dos Estados Unidos e Canada) tem-se o
clopiralide (DONALD, 1994). Devide e Vandenborn (1985) estudando o controle da espécie,
reportaram que 99% do clopiralide foi absorvido em 144 horas ap0s a aplicacdo. Para a espécie
Centaurea solstitialis, 75% do clopiralide foi absorvido em duas horas ap6s a aplicacéo
(VALENZUELA-VALENZUELA et al.,, 2001). Entretanto, a absor¢do e translocacdo do
picloram em Cirsium arvense apresentaram comportamento diferente, sendo que somente 12%
do picloram aplicado foi absorvido pelas plantas em 24 horas apés a aplicacdo (SHARMA et al.,
1971).

Quanto a mobilidade ou redistribui¢do dos herbicidas pelas plantas tem-se
o floema, que é o responsavel pelo transporte dos produtos da fotossintese das folhas adultas para
as areas de crescimento e armazenamento, além de transmitir sinais entre fontes e drenos na
forma de moléculas reguladoras e redistribuir a &gua e varios compostos pela planta, inclusive os
herbicidas. Todas essas moléculas parecem se mover com os aglcares transportados (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Os compostos a serem redistribuidos, alguns dos quais inicialmente chegando as
folhas adultas através do xilema, podem ser transferidos das folhas sem modificacdes ou serem
metabolizados antes da redistribuicéo.

A 4gua é quantitativamente a substdncia transportada em maior
abundancia no floema. Dissolvidos na agua encontram-se 0s solutos a serem translocados,
constituidos principalmente de carboidratos. Além dos carboidratos, sdo encontrados, 0s acidos
organicos e aminoacidos, especialmente glutamato e aspartato e suas amidas, hormdnios, solutos
inorganicos e, tambeém, moléculas ativas estranhas ao organismo, como 0s herbicidas. A taxa de
absorcéo e de translocacdo dessas substancias determina a sua efetividade. Um exemplo é o
herbicida glyphosate, que é altamente moével no floema e, quando aplicado as folhas, transloca-se
para as regides meristematicas e inibe o desenvolvimento da planta (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Os herbicidas podem se mover a pequenas distancias por difuséo, mas,

para que tenham distribuicéo eficiente na planta, devem penetrar nos tecidos condutores. Quando
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o transporte do herbicida est& associado ao transporte de carboidratos, € importante observar esse
transporte de acordo com o desenvolvimento da planta. Os materiais no floema ndo s&o
translocados exclusivamente em uma direcdo, e o0 processo de translocacdo também nao é
definido pela gravidade. Na realidade, os materiais sdo translocados de areas de suprimento,
conhecidas como fontes, para areas de consumo, conhecidas como drenos. As fontes incluem
alguns 6rgdos, tipicamente folhas adultas, que séo capazes de produzir fotoassimilados além da
suas proprias necessidades. Os drenos incluem orgaos nao fotossintéticos da planta e aqueles que
produzem uma quantidade de fotoassimilado insuficiente para o seu crescimento ou necessidade
de estoque, como folhas imaturas (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Carretero (2008) trabalhando com a aplicacdo do lactofen em plantas de
soja, verificou resposta distinta do herbicida em funcéo da idade fisioldgica das folhas. As folhas
novas tratadas foram mais sensiveis a inibicdo da Protox quando comparadas com folhas maduras
tratadas. No intervalo de seis horas ap6s a aplicacdo, a folha nova apresentou variaces
significativas em varios parametros em relacdo ao controle, como diminui¢do da concentracao de
clorofila a e carotendides, aumento do extravasamento de eletrdlitos, reducdes nos parametros
fotossintéticos e na fluorescéncia da clorofila a. A diminui¢do do ultimo parametro indicou que o
fluxo de elétrons da cadeia transportadora de elétrons foi afetado. A mobilidade e severidade do
lactofen em folhas de soja com diferentes idades foram observadas por Witchert e Talbert (1993),
que verificaram que as folhas maduras apresentaram areas com bronzeamento e eventuais pontos
necroticos, enquanto que as folhas novas (em expansao) apresentaram grande porcentagem de
areas necrosadas.

Para que ocorra o efetivo controle das plantas daninhas, é preciso que o
herbicida além de ser absorvido, translocado e redistribuido pelas plantas, chegue até o sitio de
acdo em quantidade suficiente para ser fitotoxico, ou seja, uma vez presente na célula, interfira
nos processos Vitais especificos da planta. Como o amicarbazone é um herbicida inibidor da
fotossintese torna-se necessario que o mesmo alcance os cloroplastos das células das folhas para

atuar em seu sitio de ligacdo no fotossistema 1.
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4.5. Atuacgéo dos herbicidas no fotossistema 11

A fotossintese é uma reacdo quimica dirigida pela energia solar e que
sustenta a sobrevivéncia de praticamente toda vida no planeta. O mais ativo dos tecidos
fotossintéticos das plantas superiores é o mesofilo e a bainha do feixe vascular para plantas do
tipo C3 e C, respectivamente. As células desses tecidos possuem muitos cloroplastos, os quais
contém os pigmentos verdes especializados na absor¢do de luz, as clorofilas. Durante a
fotossintese, a planta utiliza energia solar para oxidar a agua, consequentemente liberando
oxigénio, e para reduzir diéxido de carbono, formando assim grandes compostos carbonados,
sobretudo agucares (TAIZ e ZEIGER, 2009).

As reacOes primarias da fotossintese nas plantas, algas e cianobacterias
ocorrem nos complexos de proteina do fotossistema | e Il, localizados nas membranas dos
tilacoides dos cloroplastos. O estudo do mecanismo fotoquimico do fotossistema Il tem sido foco
de pesquisa na fotossintese, porque esse complexo € o Unico na natureza que permite a evolugao
do oxigénio pela divisao da agua (RENGER, 1993).

Os produtos finais do transporte de elétrons da fotossintese nos tilacdides
sdo compostos de alta energia ATP e NADPH, utilizados para sintese de agucares nas reagdes de
fixacdo do carbono no estroma do cloroplasto. Esses fotoassimilados, produzidos na fotossintese,
sdo direcionados para 0 crescimento das plantas, sendo a sua particdo, principalmente para 0s
Orgaos reprodutivos, um fator determinante da produtividade (BACARIN e MOSQUIM, 2002).

A captura e o armazenamento de energia luminosa pelas folhas das
plantas superiores sd0 mediados por uma intricada associacdo entre complexos de pigmentos
captores de luz e um transporte seqliencial de elétrons do fotossistema Il para o fotossistema I. A
energia absorvida pela luz é utilizada para impulsionar essa transferéncia de elétrons através de
uma série de compostos que atuam como doadores e aceptores desses elétrons. A maioria dos
elétrons, em ultima analise, reduz NADP* a NADPH e oxida H,O a O,. A eficiéncia da utilizacio
da luz por cada fotossistema regula as reacGes de fixacdo de CO, e geracdo de ATP pelas reagdes
luminosas.

A energia luminosa absorvida no fotossistema excita as moléculas de
clorofilas ali presentes para impulsionar a fotossintese, que passam para um estado instavel e

rapidamente liberam parte de sua energia ao meio como calor, sem a emissdo de féton.
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Entretanto, a clorofila excitada pode também perder energia por fluorescéncia, reemitindo fotons
e, assim, retornando ao estado basal. Outra parte da energia pode ser utilizada pelas reagoes
fotoquimicas ou ainda ser transferida fracamente para o PSI, pelo contato entre moléculas de
clorofilas (TAIZ e ZEIGER, 2009).

4.5.1. Fotossistema Il (PSII)

O PSII é o local de oxidacgdo da agua na fotossintese. A energia luminosa,
capturada pelas clorofilas e carotendides antenas, é finalmente transferida para o centro de reacdo
do PSII, onde ocorre a separacdo de cargas entre o doador e receptor de elétrons (DINER e
BABCOCK, 1996).

O PSII é um complexo de multi-subunidades localizado nos tilacoides
dos cloroplastos, e € composto por mais de 30 proteinas codificadas por genomas do nuicleo e
cloroplasto (BARBER, 1998). Dessas subunidades de proteinas, as proteinas intrinsecas D; e D,
sdo codificadas pelo cloroplasto, ambas com massa molecular de 32 kDa, sendo de importancia
especial, além dos componentes redox necessarios nas reacfes fotoquimicas, como o grupo de
quatro manganés, duas tirosina, quatro a seis moléculas de clorofila a, duas feofinas, e
plastoquinona Qa € Q. Um Fe ndo heme, localizado entre Qa e Qg Nédo participa diretamente na
transferéncia de elétrons, mas é vital para o processo de transferéncia. Um [-caroteno também

pode ser encontrado no centro de reacdo e se comporta como um protetor (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico representando a estrutura do complexo do PS Il. YAMAMOTO

et al. (1998).

De acordo com a cristalografia, as proteinas D; e D, consistem cada uma
de cinco hélices de membranas interconectadas por dobras, com caudas contendo N terminal e C
terminal expostas para o estroma e lumem do tilacoide, respectivamente. A regido da D; voltada
para o estroma estende da hélice IV do C terminal até a hélice V do N terminal (IV-V loop), da
qual participa na ligacdo com a Qg e muitas classes de herbicidas que inibem o transporte de
elétrons (TREBST, 1986). A regido do loop V-V é dividida em duas partes, uma esta envolvida
com a degradacdo da D; in vivo e a outra funciona ligando-se a herbicidas e quinonas
(PEREWOSKA et al., 1994).

O grupo de quatro atomos de Mn acumula equivalentes oxidativos
produzidos nas reacdes fotoquimicas e é responsavel pela oxidacdo da dgua. O grupo de Mn
aparece ligado a proteina D; no sitio luminal. Ha também trés proteinas externas do PS II,
OEC33, OEC24 e OEC18, que unem a parte central do PS Il na superficie do lumem para regular
0 processo de oxidagédo da agua.

Um destaque pronunciado do PSII é a susceptibilidade aos danos
causados pelo excesso de luz. As proteinas D, danificadas sdo degradadas rapidamente (OHAD
et al., 1984) e substituidas por novas proteinas sintetizadas (MATOO et al., 1984). Esse processo

€ muito importante para superacdo do PSIl. A degradacdo das proteinas D; pelas proteases foi
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sugerida por Virgin et al. (1990), baseado em observaces em que a proteina CP43 do complexo
PSII possui atividade protease, que participa na degradacéo da proteina D;.

As clorofilas a e B-carotenos sdo encontradas, vinculadas principalmente
as proteinas CP47 e CP43. As CP43 sdo facilmente liberadas do complexo PSII durante a
fotoinibicdo, isso possibilita que a CP43 atue como transportadora da proteina D; danificada
(RINTAMAKI et al., 1996).

O desempenho do PSII em converter energia luminosa em quimica para o
uso na reducao de CO, em carboidratos, pode ser alterado em fungdo de estresses ambientais,
como exemplo a atuacdo de herbicidas inibidores do PSII.

A inibicdo do fluxo de elétrons no PSII, quando da aplicacdo de alguns
herbicidas que se ligam ao sitio de a¢do Qg foi postulado por Van Rensen e demonstrado por
Velthuys (1981). Esse local de ligacdo foi identificado na proteina D; do PSII pela fotoafinidade
com a luz ultravioleta sensivel a azidoderivados radiativos dos herbicidas inibidores do transporte
de elétrons (PFISTER et al., 1981). A fotoafinidade tornou-se um potente método para identificar
aminoacidos em ligagdes com inibidores (OETTMEIER, 1992). Com o entendimento do
mecanismo de acdo, o diuron tornou-se a principal ferramenta para avaliar o funcionamento do
PSII, assim como a atrazine, simazine e outros herbicidas.

Muitas moléculas de herbicidas inibem o transporte de elétrons da
fotossintese pela ligacdo a proteina D, localizada no PSII do cloroplasto (METS e THIEL, 1989).
Esses herbicidas aparentemente competem pelo sitio de ligacdo com a plastoquinona (Qg
protonada) que é o aceptor natural de elétrons (TISCHER e STROTMANN, 1977). Esse sitio de
ligacdo na proteina D; € sensivel a muitas classes de produtos quimicos com caracteristicas
estruturais diferentes, como as triazinas (EGNER et al., 1992), uréias substituidas (CAMILLARI
et al., 1987) e quinonas naturais ou sintéticas.

Como todos esses compostos unem-se ao sitio de ligacdo da Qg, tem sido
mostrado que ha interagdo entre diferentes aminoécidos dentro da concavidade de ligagcdo na
proteina D; (ASTIER et al., 1984). Os aminoacidos envolvidos com as ligagdes em substrato
natural e inibidores tém sido determinados (SOBOLEYV et al., 1995; KLUTH et al., 1991).

Usando o pacote de modelo molecular SYBYL, foi conduzida uma série
de analise de ligacGes de herbicidas no PSII (MACKAY e O'MALLEY, 1993). A interacdo
intermolecular de muitos herbicidas com o PSII indica que a forca de van der Walls ¢ a principal



22

responsavel pela estabilizacdo dos herbicidas no dominio da Qg. Os herbicidas também podem
ter os hidrogénios das moléculas ligados aos residuos de aminoécidos via &gua molecular, assim
como no caso da ligacdo das triazinas no centro de reacdo de bactérias (LANCASTER et al.,
1995).

Quanto a diferenca estrutural nas moléculas de herbicidas, a lipofilicidade
das moléculas, representada pelo comprimento da cadeia lateral de hidrocarbonetos, tem um
grande impacto no sitio de ligacdo da proteina D;. Os compostos com maior nimero de carbonos
tendem a produzir mais derivados ativos. A cadeia lateral do n-propil promove lipofilicidade
suficiente para permitir a penetracdo dos triaz6is na membrana, a fim de alcangar o local de
ligagdo da Qg, considerando que a atividade méaxima foi obtida com a cadeia lateral do isopropil e
n-butil (DAYAN et al., 2000).

O herbicida amicarbazone é um inibidor da fotossintese que se liga a
proteina D, ndo permitindo a transferéncia de elétrons entre as Qa e Qg no PSII. Uma vez ligado
0 herbicida a proteina e estando a planta submetida a elevadas taxas de radiacdo
fotossinteticamente ativa, a proteina D; é degradada proteolicamente, dado que a Qg reduzida
reage com o oxigénio, resultando em oxigénio no estado "singlet", altamente energético. Este, por
sua vez, reage com a agua, formando peréxido de hidrogénio (YAMAMOTO, 2001), o qual
promove peroxidacdo de membranas e ndo permite com isso a reducdo do NADPH, o qual €
essencial para a fixagcdo de CO, (BREITENBACH et al., 2001). Por conseguinte, ha redugdo na

geracdo de energia, resultando em aumento da emissao de fluorescéncia.

4.5.2. Emissao de fluorescéncia no fotossistema Il

A emissdo de fluorescéncia fornece informagdes sobre 0s processos
fotoquimicos do PSII. Sob condicdo de baixa luz, ao redor de 95% dos fotons absorvidos sdo
usados na fotoquimica, 4,5% s&@o transformados em calor e 0,5% sdo reemitidos como luz
fluorescente. Se todos os centros de reacdo do PSII estiveram fechados por um bloqueio da
fotossintese, 95-97% da energia pode ser dissipada como calor e 2,5-5,0% dissipada via
fluorescéncia (BOLHAR-NORDENKAMPF e OQUIST, 1993).

A medida da fluorescéncia das clorofilas do PSII, entretanto, & muito

variavel, pois & extremamente influenciada pelo estado fisiologico do vegetal, podendo, assim,
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ser utilizada como técnica para monitoramento de coberturas vegetais ou para predizer a fixacdo
fotossintética de CO,. A capacidade fotossintética, entretanto, diminui em proporcao ao tamanho
e severidade do dano sofrido pela planta. Dependendo do tipo de dano, pode haver recuperacao
da capacidade fotossintética em poucas horas ou dias ou mesmo a morte do tecido.

A relagdo inversa entre fluorescéncia e atividade fotossintética foi
primeiramente observada e descrita por Kaustsky e pode ser usada para estudar a atividade
fotossintética potencial das folhas e para detectar os efeitos de estresses em plantas. Um sinal
tipico de inducdo da fluorescéncia em luz continua € conhecido como “Efeito Kautsky”, onde
apo6s um maximo de fluorescéncia acontece uma atenuacao (KRAUSE e WEIS, 1991).

No processo fotossintético, a luz é absorvida por pigmentos do complexo
antena, que excitados, transferem energia para os centros de reacdo dos fotossistemas Il e |
(YOUNG e FRANK, 1996). Quando ocorre excesso de energia, esta pode ser dissipada na forma
de fluorescéncia (KRAUSE e WINTER, 1996). Portanto, uma das formas de monitoramento da
inibicdo ou reducdo na transferéncia de elétrons entre os fotossistemas da planta sob aplicacdo de
herbicida, que pode ser observada ainda em folhas intactas, é a fluorescéncia da clorofila
(MAXWELL e JOHNSON, 2000), em que a reducdo na dissipacdo da energia pelo processo
fotoquimico é refletida por incremento correspondente na fluorescéncia.

A analise da fluorescéncia da clorofila vem sendo largamente utilizada no
entendimento dos mecanismos da fotossintese propriamente dito, bem como na avaliacdo da
capacidade fotossintética alterada por estresses bidticos ou abidticos pelos quais as plantas
possam passar, como temperatura (OLIVEIRA et al., 2002), radiacdo (MAZZA et al., 2000),
deficiéncia hidrica (RODEN e BALL, 1996), salinidade (BELKHODJA et al., 1994), presenca de
insetos (BOWN et al., 2002) ou fungos (PETERSON e AYLOR, 1995), herbicidas (IRELAND et
al., 1986) etc. Para esse tipo de avaliagdo sdo utilizados fluorémetros em aplicagdes que variam
desde a rapida identificacdo de injurias causadas ao aparelho fotossintético, mesmo quando o
sintoma ainda ndo e visivel, até a analise detalhada da alteracdo da capacidade fotossintética da
planta. Uma das grandes vantagens do uso deste método é o fato de a medicao nédo ser destrutiva,
sendo possivel de se realizar tanto em laboratério quanto em campo.

Apbs muitos anos de estudos, a fluorescéncia da clorofila tem sido
representada pelas mudangas na sanidade e funcionamento do processo fotossintético quando

plantas sdo submetidas a herbicidas. Isso inclui alteracbes nas reagOes da oxidacdo da agua,
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separagdo de cargas, transporte de elétrons, desenvolvimento do gradiente eletroquimico,
mecanismos de fotoprote¢do e mudancas do pH no Iimen do tilacéide. Ou seja, cada mudanca na
planta afetada pela abertura do estbmato e trocas gasosas com a atmosfera, reflete em mudancas
nas caracteristicas de fluorescéncia da folha.

Outras consequéncias com a aplicacdo dos herbicidas inibidores do PSlI
sd0 as moléculas de clorofila carregadas mais energeticamente (3Chl). Nesse estado, a clorofila da
origem a uma reacdo em cadeia formando radicais livres (R*) como: oxigénio singleto (*0,),
superdxido (0y), radical hidroxila (OH*) e perdxido de hidrogénio (H»0,), que irdo peroxidar os
lipidios das membranas dos tilacéides, formando novos radicais lipidicos, também capazes de
oxidar outros lipidios de membranas dos cloroplastos, das células levando assim as plantas
tratadas a morte (FUERST e NORMAN, 1991; VIDAL, 1997).

Mesmo as plantas apresentando 0s mecanismos que evitam o estresse
oxidativo produzido normalmente em pequeno grau durante a fotossintese, com a aplicacdo do
amicarbazone que inibe o transporte de elétrons no PSII, a quantidade de radicais produzidos
ultrapassa a capacidade de destoxificacdo desses mecanismos. Entre eles estdo a acdo de enzimas
antioxidantes, dos carotenodides e a acdo do a-tocoferol (vitamina E), que protege contra a
peroxidacao lipidica e do OH*, ambos presentes nas membranas do tilacéide (GRONWALD,
1994; SALISBURY e ROSS, 1994), além do &cido ascorbico (FOYER et al., 1994).

4.6. Medidor de fluorescéncia: Fluorémetro

Quando o transporte de elétrons é bloqueado, com destaque para acdo de
herbicidas, um incremento proporcional na energia excitada absorvida € reemitida como
fluorescéncia. Miles e Daniels (1973) detectaram trocas na fluorescéncia de folhas resultante da
inibicdo do transporte de elétrons por muitos herbicidas, incluindo o simazine e diuron.

Para 0s primeiros testes, através de um sistema simples de filtro de cor e
fotografia colorida foi possivel registrar o incremento na intensidade da fluorescéncia. Com o
passar dos anos, equipamentos de detecgdo eletronica foram desenvolvidos e permitiram
avaliacdes qualitativas mais refinadas da cinética da fluorescéncia da clorofila em folhas intactas
(DUCREST e GASQUEZ, 1978). O efeito inibitorio da atrazine e diuron na taxa de transporte de
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elétrons na fotossintese foi documentado in vitro (ARNTZEN et al., 1978) e in vivo (AHRENS et
al., 1981) em ensaios com fluorescéncia.

Em plantas sob condicBes de estresse, a menor eficiéncia fotossintética
pode ser causada pela menor dissipacao de energia através do transporte de elétrons, ocasionando
um declinio na eficiéncia quantica do PSII e na taxa de transporte de elétrons (ETR), sendo as
vezes associados ao aumento na extingdo ndo-fotoquimica da fluorescéncia e no “pool” de
zeaxantina (HAVAUX e NIYOGI, 1999; OSMOND, 1994).

A andlise das mudancas da fluorescéncia da clorofila oferece muitas
possibilidades ndo sé para determinar o local de inibicdo do transporte de elétrons pelo herbicida,
mas também para relacionar as injarias do herbicida com taxa de absorcdo e/ou concentracdo
aplicada. Isso tem uma particularidade desejavel com herbicidas p6s-emergentes, visto que o
desempenho do herbicida pode ser afetado por adjuvantes, condi¢des ambientais, e a idade da
folha (RICHARD Jr et al., 1983).

Em trabalho desenvolvido por Dayan et al. (2009), foi monitorado o ETR em
plantas de milho, Digitaria sanguinalis e Abutilon theophrasti, quando submetidas a aplicacdo de
amicarbazone e atrazine. A taxa de transporte de elétrons para Digitaria sanguinalis e Abutilon
theophrasti foi completamente inibida com oito horas apds a aplicacdo do herbicida, enquanto o
milho manteve uma reducdo de aproximadamente 70% e 30% do ETR fotossintético com 24 horas
apos a aplicacdo do amicarbazone e atrazine respectivamente, sendo o milho mais tolerante aos
herbicidas testados quando comparado as plantas daninhas.

Van QOorschot e Van Leeuwen (1992) conduziram experimento com
folhas destacadas de Alopecurus myosuroides (planta daninha bastante prejudicial aos cereais de
inverno da Inglaterra e de dificil controle devido a selecdo de bi6tipos resistentes) submetidas ao
chlortoluron. As folhas das plantas resistentes mostraram parcial a completa recuperacdo da
inibicdo do transporte de elétrons, enquanto as plantas susceptiveis ndo mostraram qualquer
recuperacao do transporte de elétrons no PSII.

Em estudos de seletividade, plantas de abacaxi que receberam aplicagédo
de amicarbazone apresentaram reducdo nos teores de clorofilas, mas ndo demonstraram
toxicidade visivel. No entanto, pela analise dos dados de fluorescéncia foi verificado que o
amicarbazone proporcionou 0 ndo aproveitamento de parte da energia que chegava ao complexo-
antena, uma vez que este bloqueou o fluxo de elétrons no PSII em nivel de proteina D,, a energia

foi dissipada na forma de fluorescéncia. Houve uma queda brusca na eficiéncia quantica do PSII
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das plantas de abacaxi aos cinco dias ap6s aplicacdo, porém, apés 10 dias, a razdo F./Fn, voltou a
subir, sugerindo que o herbicida tenha causado dano reversivel ao aparato fotossintético e que a
planta tenha conseguido se recuperar sem sintomas aparentes (CATUNDA et al., 2005).

Em um trabalho realizado com aplicacdo de atrazine e diuron em folhas
de soja (Glycine max) houve uma diferenca na resposta da atividade do PSIl. A inibicdo
significativa do transporte de elétrons nas folhas de soja foi detectada em 0,5 horas apos a
aplicacdo da atrazine ndo incrementando mais a inibicdo com duas horas apds. E para o diuron,
ndo foi detectada diferenca significativa até uma hora apds a aplicacdo (RICHARD Jr et al.,
1983). Em ambos os casos, a inibicdo foi detectada antes das injarias do sintoma visual do
herbicida aparecer. A diferenca na resposta deve ser devido a diferenca de penetracdo e/ou a taxa
do herbicida absorvido que alcan¢a 0 mecanismo de acéo.

O chlortoluron é um inibidor do transporte de elétrons no PSII, visto que o
herbicida liga na particula da proteina D; bloqueando o transporte de elétrons entre a Qa e Qg
(JANSEN et al., 1993; RETZINGER e MALLORY-SMITH, 1997). Skérska e Murkowski, (2009),
estudando a aplicacdo isolada do chlortoluron em plantas de aveia selvagem (Avenua fatua) e
cultivada (Avenua sativa), observaram uma considerdvel diminuigdo do transporte de elétrons nas
folhas de Avenua fatua, com 26% do valor de ETR em relagdo ao da testemunha, enquanto que para a
aveia cultivada ndo ocorreu mudanca na capacidade de transporte de elétrons no PSII.

Guidi et al. (2000) observaram diminuicdo no transporte de elétrons em
folhas de Phaseolus vulgaris tratadas com paraquat. Assim como Chagas (2007) trabalhando com
a cultivar SP80 3280 de cana-de-agUcar verificou diminuicdo no transporte de elétrons com
aplicacdo de paraquat, ou seja, um decréscimo na eficiéncia quantica que danifica o aparato
fotossintético. Esses autores inferiram que o paraquat foi capaz de induzir danos ao PSII,
excedendo a capacidade fotoprotetora da planta.

Em trabalho desenvolvido por Souza et al. (2009) foi avaliada a
tolerancia de cultivares de cana-de-agucar a herbicidas aplicados em pds emergéncia na soqueira
da cultura, sendo detectada uma pequena reducéo no transporte de elétrons do PSII na fase inicial
de desenvolvimento da cultura, o que ndo foi suficiente para prejudicar a altura, estande,

producdo e qualidade tecnologica das diferentes cultivares de cana-de-agucar estudadas.
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4.7. Seletividade a cana-de-agucar

A seletividade de herbicidas € a base para o sucesso do controle quimico
de plantas daninhas na producdo das culturas, sendo considerada como uma resposta diferencial
de diversas espécies de plantas a um determinado herbicida (OLIVEIRA Jr, 2001). Um exemplo
foi a aplicacdo dos herbicidas imazapyr e tebuthiuron na cultivar RB83 5089 de cana-de-agucar,
na qual ocorreu uma leve intoxicacdo na fase inicial do desenvolvimento e total recuperacédo da
cultura aos 100 dias apds o tratamento, sem prejuizo para produtividade e qualidade da matéria-
prima e com um controle efetivo das plantas daninhas presentes na area (AZANIA et al., 2001).

As culturas podem apresentam seletividade devido a rapidez que
metabolizam os herbicidas através de reacdes oxidativas ou hidroliticas, seguidas por conjugacao
com aculcares ou peptideos e sequestramento vacuolar dos produtos polares, ao passo que em
plantas daninhas estas reacfes de desintoxicacdo se processam de forma mais lenta (CATANEO
e CARVALHO, 2008). Uma planta capaz de tolerar um herbicida é capaz de alterar ou degradar
a estrutura quimica do mesmo através de reacdes que resultam em substancias ndo toxicas.

O mesotrione € um herbicida que quando aplicado em espécies tolerantes
como o milho é rapidamente metabolizado para formas de metabdlitos ndo ativo antes mesmo de
ser translocado na planta (SENSEMAN, 2007; ABIT e AL-KHATIB, 2009). Ainda para o milho
ha enzimas como a glutationa S-transferases que catalisam a conjugacdo do tripeptideo glutationa
com uma variedade de herbicidas acetochlor, atrazine, oxyfluorfen (CATANEO et al., 2002) e
glyphosate (CATANEO et al., 2003), permitindo assim, o transporte do conjugado de glutationa
para o vaclolo através de bombas dependentes de ATP da subclasse de transportador ABC
tornando reduzida a toxicidade (SANCHEZ-FERNANDEZ et al., 2001).

Em relagdo ao metabolismo do chlortoluron, Gonneau et al. (1988)
mostraram que no minimo dois sistemas enzimaticos podem participar no metabolismo em
especies tolerantes, com destaque para a hidroxilacdo do anel metil e pela N-desalquilacdo da
molécula do herbicida. E de acordo com Gorinova et al. (2005), o aumento da atividade da
monooxigenase P-450 no metabolismo das plantas pelo chlortoluron pode resultar em plantas
tolerantes ao herbicida. Em plantas de trigo, cevada e algod&o tolerantes ao chlortoluron, ocorre
uma rapida oxidagdo do grupo anel metil resultando primeiramente em alcool benzil néo

fitotoxico e subsequente em derivados do acido benzoico que formam a glicose conjugada. Em
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Alopecurus myosuroides espécie susceptiveis e aveia selvagem o caminho inverso da N-
desmetilacdo é favorecido, e 0 metabdlito resultante retém a fitotoxicidade (RYAN et al. 1981).

Em relacdo a seletividade de herbicidas para cana-de-acucar, ha cultivares
que apresentam respostas diferenciadas aos herbicidas, tendo, como consequiéncias freglientes,
problemas de fitotoxicidade, chegando a ocasionar reducdo na produtividade do canavial para as
cultivares mais sensiveis (PROCOPIO et al., 2003). O comportamento diferenciado de genétipos
de cana-de-acucar diante de diversos herbicidas (CONSTANTIN, 1997; VELINI et al., 2000),
associado ao estadio de desenvolvimento da cultura (WIXSON e SHAW, 1991), tem sido fator
importante na tolerancia de cultivares a herbicidas.

Velini et al. (2000) verificaram que a mistura dos herbicidas
oxyfluorfen+ametryn aplicada em dez cultivares de cana-de-aclcar ndo causou efeitos sobre a
produtividade e qualidade da matéria prima do colmo. Entretanto, Azania et al. (2005) ao
testarem o0s herbicidas diuron+hexazinone, azafenidin+hexazinone, metribuzin e isoxaflutole
verificaram que esses produtos alteraram de forma negativa a qualidade da matéria prima da
cana-de-acucar. Segundo Azania et al. (2005) os efeitos negativos dos herbicidas ocorrem,
principalmente, quando as plantas de cana-de-acUcar encontram-se em estadios jovens. Essa
intoxicagdo, dependendo do gendtipo utilizado e das caracteristicas do herbicida utilizado, além
de afetar a fotossintese em sua fase inicial (transporte de elétrons no PSIl) pode afetar a
produtividade e a qualidade da matéria prima da cana-de-agUcar, como as porcentagens de
solidos soluveis totais do caldo (Brix), fibra, sacarose aparente (PCC) e pureza do caldo (Velini et
al., 2000).

Ferreira et al. (2005) ao trabalharem com 15 gen6tipos de cana-de-acucar,
verificaram que os cultivares apresentaram sensibilidade diferencial a mistura de
amtryn+trifloxysulfuron-sodium, o cultivar RB85 5113 demonstrou alta sensibilidade, ja os
cultivares SP80 1842, SP79 1011 e RB95 7689 apresentaram média sensibilidade a mistura de
herbicidas.

O conhecimento da eficiéncia do uso da agua pelas cultivares ajuda
também a selecionar melhores as plantas para determinadas condi¢des (OLBRICH et al., 1993).
No caso, se uma cultivar de cana-de-aglcar consumir menos agua pode ser relacionada com
maior seletividade a alguns herbicidas, devido a menor translocacdo do produto até o local de

acao do herbicida na planta, tornando-se mais interessante.
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A seletividade a herbicidas ndo pode ser determinada apenas pela
verificagcdo ou ndo de sintomas de intoxicacdo, pois ja sdo conhecidos exemplos de herbicidas
que podem reduzir a produtividade das culturas sem causar efeitos visualmente detectaveis e,
também, outros que provocam injarias acentuadas, mas que permitem a recuperacdo plena da
cultura (SILVA et al., 2003). Dessa forma, quando o objetivo for avaliar os efeitos de herbicidas
sobre a cana-de-agUcar, é interessante que além da quantificacdo da produtividade final seja

incluida também avaliaces da fotossintese através da taxa de transporte de elétrons.
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5. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi direcionado ao estudo da absorcdo e acdo do amicarbazone
em cana-de-agUcar e plantas daninhas. Para simplificar a elaboracdo do texto, a pesquisa foi
dividida em quatro experimentos, cujos principais objetivos e informacdes sobre metodologias

estdo apresentados a seguir.

5.1. Avaliacdo da taxa de transpiracdo em cana-de-acUcar e plantas daninhas

Esse primeiro experimento teve como objetivo determinar a taxa
transpiratoria de trés cultivares de cana-de-acUcar e de cinco espécies de plantas daninhas.

No presente trabalho se utilizou as cultivares de cana-de-agucar PO 8862,
SP80 3280 e RB83 5486, sendo caracterizadas como cultivar de baixa, média e alta sensibilidade
ao herbicida amicarbazone, respectivamente (PROCOPIO et al., 2008). Ja as plantas daninhas
utilizadas foram B. decumbens (capim-braquiéaria), I. grandifolia (corda-de-viola), I. hederifolia
(corda-de-viola), P. maximum (capim-colonido) e D. horizonthalis (capim-colchéo).

As plantas foram cultivadas em substrato e 30 dias ap6s o plantio as
mesmas foram coletadas cuidadosamente e tiveram suas raizes lavadas (Figura 3). As plantas
daninhas foram colocadas em tubos falcon de 50 ml e a cana-de-actcar em recipientes de 500 ml.
Foram isoladas as superficies dos recipientes com papel aluminio para evitar a evaporagédo e

garantir que a Unica saida de agua do sistema fosse pela transpiracdo. Foi mantido um frasco com
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agua e papel aluminio para aferir a eficiéncia do método e evitar a evaporagdo de &gua. O
consumo de &gua foi mensurado pela pesagem diaria de cada um dos recipientes. Ainda para
cana-de-acgucar foi necessario a aeracdo do sistema para manter as plantas em condi¢Ges normais
de metabolismo (Figura 4). O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado com 10 repetig0es.

As plantas foram mantidas em cémara climatizada com condigdes
controladas de temperatura, umidade relativa e luz. Para as avaliacfes de consumo de agua das
plantas em estudo foi definido um periodo de trés dias e apds essas avaliacfes foi determinada a
area foliar das plantas através do equipamento Area Meter (LI-COR 3100). Na sequéncia foi

calculado o consumo de 4gua médio dos trés dias em cm® por cm? de planta.

Figura 3. Raizes lavadas de plantas de (A) cana-de-agucar, (B) I. grandifolia, (C) I. hederifolia,
(D) B. decumbens, (E) D. horizonthalis e (F) P. maximum. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 4. Experimento para analise da taxa de transpiracdo através do consumo de &gua das

plantas daninhas e da cana-de-acucar. Botucatu/SP - 2010.

5.1.1. Andlise Estatistica
Para os resultados de consumo de agua por area foliar das plantas daninhas
foi estabelecido o intervalo de confianca pelo teste t a 10% de probabilidade. Para as cultivares de
cana-de-actcar foi desenvolvida nova metodologia, com o calculo do consumo de &gua por cm?
através da area do trapézio gerada da regressao linear (Figura 5).

O consumo de agua por area foliar (CAPAF) em cmi.cm?2 das plantas
avaliadas foram determinado através da Equacdo (1), os parametros utilizados na equacdo estdo
demonstrados na Figura 5. Os coeficientes foram determinados pela regresséo linear estabelecida
a partir dos dados coletados, sendo o eixo y representado pelo consumo de agua médio por dia
(CA) em cm® e 0 eixo x representado pela area foliar (AF) em cm?.

A padronizacdo dos dados das cultivares de cana-de-agUcar foi realizada
para que os valores de CAPAF avaliados fossem interceptados na mesma area do gréfico.
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(CA’nax i CAnin )X(AFméx o AFmin)

CAPAF (cm®/cm?) = 2 _
(AI:max ;_ AFmin )X(AFméx T AFmin) “
(CAnax + C'A\ﬁin )
CAPAF (cm® / cm?) = 2

AF . +AF . )
2

(

Equacdo 1. Equacdo para determinar o consumo de &4gua em cm®.cm™ para cana-de-aglcar.
Botucatu/SP - 2010.

v

Consumo de Agua - CA (cm?/dia)

AFmin AFmax

Area Foliar - AF (crm?)
Figura 5. Parametros da equacdo 1 para determinar o consumo de agua da cana-de-agUcar.
Botucatu/SP - 2010.

5.2. Estudo da absorc¢éo de herbicidas em cana-de-agucar e planta daninha

Esse segundo experimento foi conduzido com o objetivo de determinar as
concentracdes dos herbicidas amicarbazone, imazapic, tebuthiuron e hexazinone encontradas em

seiva do xilema das trés cultivares de cana-de-agucar citadas anteriormente e I. grandifolia.
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5.2.1. Coleta de seiva através da bomba de Schollander

Para coletar a seiva do xilema das plantas utilizou-se a camara de
scholander (SCHOLANDER et al., 1965). A pressao hidrostatica incidida na camara pode ser
aplicada até aparecer uma gota de 4gua na superficie do corte registrando assim a pressao hidrica
da planta (LIANG et al., 1996). O incremento na pressdo é usado para coletar a seiva de plantas
na superficie cortada (Figura 6). Dessa forma no presente trabalho foi utilizada a bomba de

Schollander para verificar a absorcao dos herbicidas.
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Figura 6. Esquema da coleta de seiva de plantas através da metodologia da bomba de

s

Schollander. (1) selecdo da espécie a se trabalhar, (2) corte da planta e (3) parte da
planta submetida a pressao. Botucatu/SP - 2010.

O estudo foi conduzido com as trés cultivares de cana-de-agucar PO8862,
SP80 3280 e RB83 5486 e uma espécie de planta daninha I. grandifolia. As plantas foram
cultivadas em substrato por cerca de 30 dias e apés esse periodo foram coletadas e tiveram suas
raizes lavadas e colocadas em solucdes contendo amicarbazone, hexazinone, tebuthiuron e
imazapic.

A concentragdo utilizada dos herbicidas na solucdo foi calculada com

base no peso molecular e molaridade dos herbicidas, de acordo com concentragfes observadas
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em condi¢fes de campo. Na Tabela 1 estdo apresentadas as concentragdes dos herbicidas
utilizadas no experimento. Trabalhou-se com cinco repeticbes em delineamento inteiramente
casualizado, sendo quatro plantas (trés cultivares de cana-de-agUcar e uma planta daninha) e
quatro herbicidas (amicarbazone, imazapic, tebuthiuron e hexazinone). As plantas foram
mantidas em condigdes controladas em camara climatizada, sendo a temperatura mantida entre 25

e 30 °C e a umidade relativa em torno de 60%.

Tabela 1. Concentracdo dos herbicidas utilizados na solucdo das plantas para ser extraido na
bomba de Schollander. Botucatu/SP — 2010.

HERBICIDAS CONCENTRA(;,Z\O (mg.L™)
amicarbazone 0,240
imazapic 0,283
tebuthiuron 0,228
hexazinone 0,252

Na instalacdo do experimento foram utilizadas quatro plantas como
marcadoras para cada espécie, disponibilizando o corante Rhodamina B para as mesmas em
solucéo com objetivo de verificar o momento em que o corante tinha sido absorvido e translocado
para a parte aérea como um indicativo da movimentacdo dos herbicidas (Figura 7). Assim foi
fixado um intervalo de 40 horas entre o contato do sistema radicular com a solugdo contendo 0s
herbicidas e a extracdo da seiva. Apenas a |. grandifolia foi mantida por um periodo de 20 horas
apos o contato com a solucdo, visto que, muito rapidamente tornaram-se marcadas com o corante
tal espécie daninha. Também foi calculado o consumo de agua (transpiracdo) das plantas, com a
diferenca do peso inicial e final do experimento, sendo outra forma de garantir que houve

condigdes para que o herbicida tenha sido absorvido e translocado nas plantas.
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Figura 7. Comparacdo entre plantas com corante Rhodamina B e herbicida em solugéo. (A)
cana-de-acucar e (B) 1. grandifolia. Botucatu/SP - 2010.

Apls o intervalo de tempo fixado para as plantas absorverem o0s
herbicidas da solugdo, as mesmas foram colocadas na bomba de Schollander para extracdo da
seiva. Para as trés cultivares de cana-de-agucar foram utilizadas as folhas para extragdo da seiva
(Figura 8). Para a planta daninha foi utilizada toda a parte aérea da planta para a extragdo da
seiva. Com o auxilio de pipetas Pasteur o material foi coletado da folha e/ou caule das plantas e
colocado em tubos vails para posteriores analises cromatograficas (Figura 9).

Figura 8. Extracdo da seiva do xilema com a bomba de Schollander. (A) visao geral da bomba de
shollander com uma folha de cana-de-acucar. (B) Liberacdo da seiva de folha de cana-
de-acgUcar através de pressdes de gas nitrogénio. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 9. Metodologia de coleta da seiva do xilema extraida pela bomba de Schollander.
Botucatu/SP - 2010.

5.2.2. Método de quantificacdo dos herbicidas

As concentragfes dos herbicidas na seiva do xilema das plantas em
estudo foram determinadas por cromatografia e espectrometria de massas (LC-MS). O método
analitico da quantificacdo dos herbicidas foi desenvolvido em um cromatografo liquido da marca
Shimadzu (Figura 10), equipado com software Class VP 6.0, bomba quaternario LC 20 AD,
degazeificador DGU 20AS, injetor automético SIL 10 AF, forno CTO 10ASVP e detector de
massas LCMS-2010 EV.

Para as andlises cromatograficas foi empregada uma coluna de C18,
marca Synergi 2,5 p Hydro-RP IOOA, dimensdes 50 x 4,6 mm e o volume de injecdo foi de 30 pl.
As andlises foram efetuadas em modo gradiente, tendo como fases moéveis os solventes metanol e
agua com &cido acético até atingir pH 2,8. A proporcao entre os solventes tem inicio com 60:40
(metanol:agua), aos quatro minutos chega a 95:5 e retorna a condicéo inicial aos 7 minutos. O
tempo total de corrida foi de 15 minutos e o tempo de retencdo foi de 2,33, 2,65, 2,91 e 2,63,
minutos para amicarbazone, imazapic, tebuthiuron e hexazinone respectivamente. Foram
estabelecidos seis pontos para a curva de calibracdo sendo empregada a quantificacdo em
diferentes concentragdes dos padrdes dos herbicidas.
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Figura 10. Cromatégrafo Liquido de Alta eficiéncia e espectrdmetro de massas (LC/MS)
utilizado no desenvolvimento do método analitico de determinacdo dos herbicidas.
Botucatu/SP - 2010.

Os cromatogramas obtidos para uma injegdo de 30 pl do padrdo analitico
de amicarbazone contendo 20 pg.L™, na faixa de concentragdo de validacdo do método e sob
condi¢BGes cromatograficas acima detalhadas, estdo apresentados nas Figuras 11, 12, 13 e 14,
onde podem ser verificados os picos de amicarbazone, imazapic, tebuthiuron e hexazinone
respectivamente. Os cromatogramas evidenciaram boa resposta do detector utilizado para os

herbicidas.
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Figura 11. Cromatograma de amicarbazone obtido por LC/MS na concentracdo 20 pg.L™.

Botucatu/SP - 2010.
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Figura 12. Cromatograma de imazapic obtido por LC/MS na concentracdo de 20 ug.L™.

Botucatu/SP - 2010.
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Figura 13. Cromatograma de tebuthiuron obtido por LC/MS na concentra¢do de 20 pg.L™.
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Figura 14. Cromatograma de hexazinone obtido por LC/MS na concentracdo de 20 ug.L™.

Botucatu/SP - 2010.
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A partir das areas dos picos (resposta do detector) e das concentragdes das
solugdes de padrbes analiticos dos herbicidas, foram estabelecidos os seguintes pardmetros: a
equacdo linear de regressdo; coeficiente de correlacdo; coeficiente de determinacgéo; linearidade;
limite de deteccdo e limite de quantificacdo do método, segundo os procedimentos descritos por

Meier e Zund (1993). Estes pardmetros estimam a confiabilidade do método analitico.
5.2.3. Analise Estatistica

Para os resultados das concentragdes dos herbicidas encontrados em seiva
xilema foi estabelecido o intervalo de confianca pelo teste t a 10% de probabilidade. Para determinar

o intervalo de confianca, foi utilizada a seguinte equacao:

(t.desvpad)

Jnr

IC =

Onde:
IC = intervalo de confianga;
t = valor de t tabelado, ao nivel de 10% de probabilidade;

desvpad = desvio padrao;

Jnr = raiz quadrada do nimero de repetic6es.
5.3. Determinag&o da inibicdo do fluxo de elétrons em cana-de-agucar e I. grandifolia

Este experimento teve como objetivo determinar a inibicdo da
fotossintese com aplicacdo do amicarbazone para I. grandifolia e cana-de-agUcar através da
correlacéo do transporte de elétrons no fotossistema Il (ETR) com amicarbazone absorvido.

No experimento foi utilizada a espécie I. grandifolia como planta daninha
e as trés cultivares de cana-de-actcar, PO8862 (sensivel), SP80 3280 (intermediaria) e RB83
5486 (tolerante).

Essas plantas selecionadas para o estudo foram coletadas e tiveram suas

raizes lavadas para remocédo do substrato do sistema radicular. O sistema radicular das plantas foi
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imerso em solugbes contendo duas concentracGes de amicarbazone (Figuras 15 e 16). As
concentracdes foram selecionadas a partir dos resultados de estudos de campo anteriores em que
se coletou e determinou as concentracGes do amicarbazone em solucdo do solo. A primeira dose
foi de 0,250 mg.L™* de amicarbazone na solucdo, correspondente & quantidade de herbicida
encontrada no solo com uma aplicagcdo normal. A segunda aplicacdo foi com o dobro da dose
recomendada 0,500 mg.L™ de amicarbazone. Foram mantidas plantas em agua como testemunha.

O experimento foi instalado com cinco repeti¢cdes, sendo mantido em
condigdes controladas em camara climatizada com temperatura de 25 a 30° C e umidade relativa
de 60%.

Em vérios periodos ap6s o inicio do experimento foi registrada a leitura
da taxa de transporte de elétrons (ETR) com um Fluorémetro portatil (Figura 15), conforme
metodologia descrita a seguir, sendo os intervalos de 2, 6, 24, 48, 48, 96 e 144 horas ap0s o
contato das plantas com o amicarbazone avaliado na por¢do mediana das folhas de cana-de-
acucar e da planta daninha.

Os dados de ETR foram associados as informacgdes sobre consumo de
agua, verificado diariamente através da pesagem, conforme metodologia ja descrita e também

com os dados de absorcéo do amicarbazone obtidos no estudo anterior.
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Figura 15. Instalagdo do experimento para a I. grandifolia. (A) plantas retiradas do substrato, (B)
lavagem do sistema radicular, (C) montagem nos tubos falcon com as solucgdes e, (D)

avaliagdes realizadas com o fluordmetro na planta daninha. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 16. Instalacdo do experimento para cana-de-agucar. (A) plantas retiradas do substrato, (B)
tolete serrado para encaixar no pote, (C) plantas dispostas na solugdo contendo
amicarbazone, (D) fornecimento de aeracgdo para plantas, (E) avaliagdes realizadas com
o fluorémetro nas folhas e, (F) pesagem para monitoramento do consumo de agua.
Botucatu/SP - 2010.

5.3.1. Metodologia fundamentada no uso do Fluordmetro

A analise cinética da fluorescéncia oferece muitas vantagens como
instrumento qualitativo para o estudo do transporte de elétrons durante a fotossintese, visto que o
processo de obtencdo de medidas da fluorescéncia da clorofila é rapido, especifico e ndo
destrutivo (MOHANTY e GOVINDJEE, 1974). Com o fluorémetro é possivel registrar o
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comportamento da fase inicial da fotossintese, que é o transporte de elétrons no PSII, sendo este 0
sitio de acdo do amicarbazone.

A fonte de luz utilizada para medir a fluorescéncia no aparelho Multi-
Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p (Opti-Sciences) € a fonte diodo com pico de luz vermelha
no comprimento de onda de 660 nm sendo bloqueada radiagbes maiores que 690 nm. A
intensidade média da luz ¢ ajustada para o intervalo de 0 a 1 uMol.m™?.s™*, com 0 uso da lampada
halogénica 35 W. O feixe de luz é opticamente monitorado no interior da camara para corrigir as
variacdes devidas mudancas na temperatura do ambiente. Os sinais Opticos séo transferidos para
a superficie da folha por uma trifurcacdo personalizada de fibra 6ptica, sendo de 2 cm? a 4rea
iluminada. A luz reemitida é conduzida via fibra Optica para o aparelho através de trés conectores
que ligam na lateral do OS5p (Figura 17). As anélises foram feitas seguindo a metodologia de
Genty et al. (1989), avaliando a emissao da fluorescéncia da clorofila na superficie superior das
folhas.

Para iluminagéo e deteccédo da fluorescéncia da clorofila das amostras de
cana-de-acucar e planta daninha estudadas no trabalho foi utilizado o protocolo Yield para a
mensuracdo da taxa de transporte de elétrons. Esse protocolo Yield é otimizado para um estado
da fotossintese adaptado a luz porque registra as medidas de quantum efetivo produzido no PSII.
Tanto a fonte de luz do sol quanto a luz artificial pode ser usada para dirigir a fotossintese.

Taxa de transporte de elétrons (ETR) - pMols elétrons.m?s™® =
(Y).(PAR).(0,84).(0,5) ¢ equivalente a: (producdo de quantum do PSII) x (medidas da radiacao
fotossinteticamente ativa medida em pMols elétrons.m™.s™%) x (coeficiente de absorcdo da folha)
x (fracdo de luz absorvida pelo complexo antena do PSII). O ETR é uma medida da separacéo de
cargas do centro de reacdo do PSII. Na equacdo sdo usados valores padrbes, contudo, ambos os
coeficientes de absorcéo e fragdo da luz absorvida pelo PSII podem ser trocados. Embora 0,84
seja um valor médio para muitas espécies de plantas, trabalhos tém mostrado que o coeficiente de
absorcéo da folha pode variar com a qualidade da luz, espécie, contetdo de clorofila e refletancia
da folha. Para a fracdo de luz que é absorvida pelo complexo antena do PSII os trabalhos
mostram que ocorre variagdo de acordo com a espécie e estende de 0,42 a 0,60 (LAISK e
LORETO, 1996).

Como o parametro ETR, determina a taxa de transporte de elétrons
fotossintético no PSII, como descrito por SKORSKA e SWARCEWICZ (2005), o uso do valor
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do ETR permite detectar o efeito da atuacdo do herbicida em nivel de concentracdo de 0,5
micromoles.dm™, enquanto o método tradicional, que inclui a medicdo do pardmetro Fv/Fm,
permite detectar apenas em um nivel de concentracdo que é 100 vezes maior (VAN OORSCHOT
e VAN LEEUWEN, 1992, KORRES et al., 2003, ABBASPOR et al., 2006).

Figura 17. Painel frontal do fluordmetro portatil OS5p. Botucatu/SP - 2010.

5.3.2. Andlise Estatistica

Os dados de ETR foram correlacionados com a quantidade de
amicarbazone absorvida, determinada no experimento anterior. O amicarbazone absorvido pelo
sistema radicular foi calculado através da multiplicagdo do consumo de agua acumulado das
plantas pela concentragdo de herbicida em solucéo e na sequéncia pela concentracdo de herbicida
detectado na seiva das plantas. Dividindo esses valores pela area foliar de cada planta, foi
possivel estimar o acimulo de herbicida absorvido pelo sistema radicular em cada intervalo, em
funcdo da area foliar.

As regressdes geradas das correlagdes foram analisadas com o Programa
Sigma Plot, versdo 11, com uso das seguintes equagdes/funces.

A Equacéo Linear com a reta passando pelo valor 100 em y utilizada para
ajustar os dados de ETR em relagdo ao amicarbazone absorvido das cultivares de cana-de-agucar
PO8862 e RB83 5486, foi a sequinte:
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y =100— (bx) .
onde y representa o valor da taxa de transporte de elétrons (ETR), b é o coeficiente de

inclinacdo da reta, e x representa a concentracdo do amicarbazone absorvido.

A equacdo Logistica utiliza para ajustar os dados de ETR em relacéo ao

amicarbazone absorvido da cultivar de cana-de-acucar SP80 3280, foi a seguinte:
d-c
+ b
1+ (x/V,,)°

onde y representa 0 ETR, x representa a concentracdo do herbicida, d denota o limite

y=C

maximo e ¢ o limite minimo, Vso denota a dose requerida para metade da resposta de y entre d e
c, e 0 parametro b refere-se a eficiéncia da dosagem utilizada.

E a equacdo Hiperbolica Racional para ajustar os dados de ETR em

relagcdo ao amicarbazone absorvido para I. grandifolia, esta descrita abaixo:

!
a+(bx)

onde y representa 0 ETR, x representa a concentracgdo do herbicida, o coeficiente a denota

y

intersecéo e o coeficiente b inclinagéo da reta.

5.4. Recuperacdo do ETR apoés tratamento com amicarbazone no sistema radicular de

plantas daninhas

Esta etapa do trabalho objetivou avaliar o comportamento de plantas
daninhas quando submetidas & solu¢cdo com amicarbazone e na seqiiéncia na solucdo sem
herbicida.

Nesse experimento foram utilizadas as plantas daninhas I. grandifolia, D.
horizonthalis e B. decumbens. As plantas foram plantadas em substrato, lavadas e colocadas em
solugcdo com &gua por um periodo de 24 horas. Foi monitorado o ETR nessas plantas e na
sequéncia foram colocadas em contato com a solug@o de amicarbazone, na concentracdo de 0,250

mg.L™ e, apés um intervalo de tempo suficiente para que o fluxo de elétrons fosse inibido (48
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horas), foram lavadas e colocadas novamente para absorver solugdo nutritiva sem herbicida. Foi
utilizada solugéo nutritiva para que as plantas emitissem folhas novas, permitindo-se verificar a
mobilidade do amicarbazone nas plantas apés a interrupcao do fornecimento do herbicida. Assim
as folhas foram classificadas como folha adulta e folha nova. A folha nova surgiu apenas nas
ultimas avaliagdes (Figura 18).

O experimento foi instalado e mantido em casa-de-vegetacdo, sendo
utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes. Em varios periodos foi
registrada a leitura de ETR com o fluorémetro, sendo estes 0, 4, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288 e
336 horas apds o inicio do experimento. O fluxo de elétrons foi avaliado na por¢cdo mediana das
folhas das plantas daninhas (Figura 19).

F. Adulta

Figura 18. Esquema definindo as folhas novas e adultas monitoradas no experimento com |I.
grandifolia (A) e B. decumbens (B). Botucatu/SP - 2010.
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Figura 19. Instalacdo do experimento para . grandifolia, D. horizonthalis e B. decumbens. (A)
plantas com 0,250 mg.L™ de amicarbazone, (B) plantas com solugdo nutritiva e

aeracéo.
5.4.1. Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 5% de

probabilidade e a comparacdo das médias através do teste t a 10% de probabilidade.
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6.1. Avaliacdo da taxa de transpiracdo em cana-de-agUcar e plantas daninhas

Nas figuras 20 a 22 sdo representados os dados e as regressdes lineares

utilizadas para o calculo do consumo de agua em cm®.cm? das cultivares de cana-de-aglicar
P0O8862, SP80 3280, RB83 5486. Houve a necessidade de uso dos modelos em funcéo da grande

variacdo do tamanho das plantas utilizadas no ensaio. No caso das plantas daninhas optou-se pelo

uso do valor medio associado ao intervalo de confianca ao nivel de 10% de probabilidade.
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Figura 20. Regresséo linear entre consumo de &gua e area foliar para cultivar PO8862 de cana-

de-agUcar. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 21. Regressdo linear entre consumo de &gua e &rea foliar para cultivar SP80 3280 de

cana-de-acgucar. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 22. Regressao linear entre consumo de agua e area foliar para cultivar RB83 5486 de

cana-de-agucar. Botucatu/SP - 2010.

Na Tabela 2 encontram-se os valores de consumo de agua (cm®.cm™) das
espécies de plantas daninhas D. horizonthalis, P. maximum, B. decumbens, I. grandifolia e I.
hederifolia e das trés cultivares de cana-de-actcar (PO8862, SP80 3280 e RB83 5486).
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Tabela 2. Consumo de agua (cm®.cm™) para as cultivares de cana-de-agticar PO8862, SP80 3280,
RB83 5486, e para as plantas daninhas D. horizonthalis, P. maximum, B. decumbens,
I. grandifolia e I. hederifolia. Botucatu/SP - 2010.

CONSUMO
ESPECIES PEAGUA
(cm*.cm™)
D. horizonthalis™ 0,3630+0,0497
Panicum maximum 0,2630+0,0305
Ipomoea grandifolia 0,2576+0,0473
Brachiaria decumbens 0,2205+0,0251
Ipomoea hederifolia 0,1542+0,0226
Cana-de-actcar (PO8862)™ 0,1623
Cana-de-acucar (SP80 3280) 0,1287
Cana-de-acucar (RB83 5486) 0,1152

* Para as plantas daninhas foi utilizado o intervalo de confianga a 10% de probabilidade.
**Para cana-de-agUcar os valores encontrados foram com base nos calculos de &rea gerados da relagdo

entre consumo de agua (cm3) e area foliar (cm?).

De maneira geral, as plantas daninhas consumiram mais 4gua por cm? do
que as plantas de cana-de-aclcar o que indica maior competitividade por agua das plantas
invasoras. De acordo com Meckel et al. (1984) a competicdo por agua das plantas daninhas
contribui para reducdo da produtividade da cana-de-aclcar e de outras culturas. Apenas a |I.
hederifolia ndo superou o consumo da cultivar de cana-de-agucar PO8862.

Entre as plantas daninhas, a que mais se destacou pelo consumo de 4gua
foi a D. horizonthalis com 0,3630 cm®.cm™ enquanto a I. hederifolia foi a que apresentou o
menor consumo de agua, com 0,1542 cm®.cm™, ou seja, uma diferenca de 2,3 vezes de consumo
de &gua entre ambas. E uma resposta intermediaria quanto ao consumo de agua ocorreu em P.
maximum, B. decumbens e I. grandifolia, com um consumo de 0,2630; 0,2576 e 0,2205 cm®.cm™

respectivamente. A I. grandifolia teve um consumo de 1,7 vezes maior do que a I. hederifolia.
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Os valores de consumo de agua encontrados para as cultivares de cana-
de-acticar foram de 0,1623; 0,1287 e 0,1152 cm*.cm™ respectivamente para a cultivar PO8862,
SP80 3280 e RB83 5486. A seletividade de cana-de-acUcar aos herbicidas pode estar associada ao
menor consumo de agua pelas plantas de cana-de-agucar, visto que a cultivar sensivel aos
herbicidas, a PO8862 foi a que consumiu mais agua quando comparado com a cultivar
intermediaria, SP80 3280, e a tolerante, RB83 5486 de menores consumos. De acordo com
OLBRICH et al. (1993), o conhecimento da eficiéncia do uso da agua pode ajudar a selecionar as
melhores plantas para determinadas condicdes.

Comparando com a media das trés cultivares de cana-de-acucar, a D.
horizonthalis, P. maximum e I. grandifolia consumiram respectivamente 2,7; 2,0; e 2,0 vezes
mais 4gua do que a cultura. JONES JUNIOR e WALKER (1993) também observaram que a
absorcdo de agua por Xanthium strumarium superou em duas vezes a quantidade de agua
consumida pela soja. PROCOPIO et al. (2004) também verificaram que as espécies Bidens pilosa
e Euphorbia heterophylla apresentaram maior eficiéncia no uso da agua em relagdo a soja e ao
feijdo nos estadios iniciais de crescimento. Dalley et al. (2006) trabalhando com milho

observaram maior eficiéncia de absor¢do e aproveitamento de agua pelas plantas daninhas.

6.2. Estudo da absorg¢do de herbicidas em cana-de-aglcar e I. grandifolia

Os herbicidas amicarbazone, imazapic, tebuthiuron e hexazinone foram
disponibilizados em solucédo para as plantas, sendo trés cultivares de cana-de-aclcar e uma planta
daninha I. grandifolia (Tabela 3).

A absorcdo pelas raizes, combinada com a translocacdo pelo xilema, é
particularmente importante para herbicidas inibidores da fotossintese. Essa translocagdo dos
herbicidas pelos tecidos vasculares é fundamental para que os mesmos alcancem os sitios de
acdo, onde vdo exercer sua atividade (SATICHIVI etal., 2000), justificando o uso da
metodologia empregada. Estudos de absorcao de herbicida em solugdo foram conduzidos com o
herbicida CNP em plantas de arroz e verificou-se uma maior absor¢cdo do CNP em plantas
submetidas em solu¢do quando comparado com plantas cultivadas em solo (SHIMOTORI E
KUWATSUKA, 1978).
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Tabela 3. Relacdo em porcentagem entre as concentragdes de herbicidas na seiva de xilema e na
solucdo fornecida ao sistema radicular para as cultivares de cana-de-aglcar PO8862,
SP80 3280 e RB83 5486 e para I. grandifolia. Botucatu/SP - 2010.

N Cana-de-acucar (%) I. grandifolia
Herbicidas

PO8862 SP80 3280 RB835486 (%)

amicarbazone 5224323 6,13+2,82 4,70+1,04 53,86+13,47

imazapic 5,00£2,54 4,41+2,06 1,73+0,98 24,48+5,44
tebuthiuron 5,88+3,55 5,29+1,43 0,46%0,79 26,49+6,57
hexazinone 4,90+2,28 4,15+0,67 3,41+0,39 23,87+5,73

* Valores calculados através do intervalo de confianca a 10% de probabilidade.

Na Tabela 3 s&o representadas as concentragdes dos herbicidas estudados
na seiva do xilema, expressos em porcentagem das concentracdes nas solucdes colocadas em
contato com o sistema radicular das espécies testadas. Maiores valores indicam menores
restricbes a absorcdo do herbicida enquanto valores menores indicam maiores restricbes a
absorcdo e translocacdo do composto. Uma analise preliminar indica que maiores concentracoes
relativas provavelmente estardo associadas a maiores niveis de sensibilidade da planta ao
herbicida.

Quanto aos teores dos herbicidas na seiva do xilema expressos em
porcentagem das concentracfes postas em contato com as raizes observa-se que a I. grandifolia
foi a que apresentou os maiores valores médios para 0s quatro compostos, com destaque para 0
amicarbazone para o qual, a diferenca em relagdo a cana-de-agUcar foi da ordem de dez vezes.
Considerando as cultivares de cana-de-actcar, os menores valores para 0s quatro herbicidas
foram observados para a cultivar RB83 5486 indicando uma menor capacidade de absorcéo dos
compostos e, possivelmente, uma maior tolerancia aos mesmos.

As maiores diferencas entre os teores medios na seiva do Xxilema,
expressos em porcentagem da concentracdo da solugdo em contato com as raizes, da planta
daninha e das cultivares de cana-de-acucar foram observadas para o amicarbazone. Em geral, 0s

maiores valores estiveram associados aos maiores consumos de agua determinados no estudo
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anterior. Considerando o amicarbazone, o consumo de &gua e as concentracdes na seiva de
xilema, pode-se pressupor que: I. grandifolia transpira mais e tem maior capacidade de absorver
amicarbazone indicando um possivel grau elevado de sensibilidade da espécie ao herbicida.
Considerando o produto entre estas duas variaveis, € possivel hipotetizar a seguinte seqtiéncia das
cultivares de cana-de-agucar quanto a sensibilidade ao herbicida amicarbazone: PO8862, SP80
3280 e RB83 5486.

6.3. Determinacdo da inibicdo do fluxo de elétrons em cana-de-aclcar e Ipomoea

grandifolia

Nas Figuras de 23 a 26 encontram-se, respectivamente, os dados de ETR
em relacdo a quantidade de amicarbazone absorvido para as cultivares de cana-de-agUcar,
P0O8862, SP80 3280 e RB83 5486 e para a espécie I. grandifolia. Na Figura 27 pode-se observar
um comparativo entre as respostas de todas as plantas estudadas.

A andlise de mudancas na fluorescéncia da clorofila, detectada pelo
fluorémetro, oferece muitas possibilidades ndo s6 para determinar a inibicdo do transporte de
elétrons pelo herbicida, mas também para relacionar essas injurias com a taxa de absorcdo do
herbicida e/ou concentracdo aplicada (RICHARD Jr et al., 1983).

Com a inibi¢do do ETR nas plantas ocorre o0 comprometimento da taxa de
assimilacdo de carbono pela ndo formagdo de ATP e NADPH nos cloroplastos das plantas. Ao
final, com a diminuicdo da fotossintese liquida induzida pela acdo de herbicida, o balanco de
carbono da folha tende a ser cada vez menos positivo até o esgotamento da planta (SOUZA e
PRADO, 2008).
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Figura 23. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) da fotossintese da cultivar de
cana-de-acucar PO8862 em relacdo a quantidade de amicarbazone absorvido pelas

plantas. Os dados foram ajustados com o uso da equacéo linear. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 24. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) da fotossintese da cultivar de
cana-de-agucar SP80 3280 em relacdo a quantidade de amicarbazone absorvido pelas

plantas. Os dados foram ajustados com o uso do modelo logistico. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 25. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) da fotossintese da cultivar de
cana-de-acucar RB83 5486 em relacdo a quantidade de amicarbazone absorvido pelas

plantas. Os dados foram ajustados com o uso da equacéo linear. Botucatu/SP - 2010.
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Figura 26. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) da fotossintese da planta
daninha I. grandifolia em relacdo & quantidade de amicarbazone absorvido pelas
plantas. Os dados foram ajustados com o uso do modelo hiperbdlico racional.

Botucatu/SP, 2010.
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A planta daninha I. grandifolia foi mais sensivel em relagdo as cultivares
de cana-de-acucar quando submetida ao amicarbazone em solucdo. Uma quantidade de apenas
0,0029 nMol.cm™ de amicarbazone foi suficiente para a inibicdo de 50% do ETR da planta
daninha. Para a cana-de-acUcar esses valores para inibicdo de 50% do ETR foram maiores, sendo
de 0,0310, 0,0430 e 0,1346 nMol.cm™ respectivamente para as cultivares PO8862, SP80 3280 e
RB83 5486 (Figura 27).

Dayan et al. (2009) trabalhando com milho, Digitaria sanguinalis e
Abutilon theophrasti correlacionaram o comportamento do ETR com a quantidade de
amicarbazone interceptada pelas plantas e verificaram com o estudo que o ETR de ambas as
espécies daninhas Digitaria sanguinalis e Abuthilon theophrasti foi mais afetado em relagcdo ao
milho.

Essa resposta diferenciada do ETR em relacdo ao amicarbazone
absorvido, em nMol.cm™, possivelmente esta relacionado com a absorcdo do herbicida pelas
plantas. De acordo com o indice combinado entre os valores de consumo de &gua (Tabela 2) e
concentracdo de amicarbazone na seiva do xilema (Tabela 3) tem-se como indice 13,86 para I.
grandifolia e de 0,85, 0,79 e 0,54 para as cultivares de cana-de-agucar PO8862, SP80 3280 e
RB83 5486, respectivamente. Demonstrando que o consumo de agua é determinante para a
absorcéo de amicarbazone pelas plantas e que a I. grandifolia apresentou maior sensibilidade ao
herbicida. Negrisoli et al. (2007) trabalhando com a aplicagdo de amicarbazone em plantas
daninhas constataram alta eficacia do herbicida para I. grandifolia.

A diferenca no comportamento da relacdo ETR e herbicida absorvido
(Figura 32) para as cultivares de cana-de-agucar € justificada pela quantidade de amicarbazone
absorvido, visto que no caso da cultivar sensivel (PO8862) ocorreu maior absor¢do do herbicida e
consequentemente ocorreu a saturagdo dos processos de desintoxicacdo das plantas. Este dado é
possivel ser correlacionado com a absor¢do ja que entre as cultivares de cana-de-agUcar ocorreu
uma maior absorcdo do amicarbazone para a cultivar sensivel PO8862 e menor absor¢do para
cultivar tolerante RB83 5486, com 36% de diferenca na absorcdo de ambas cultivares, avaliadas
pelo indice combinado de consumo de agua e concentragdo de amicarbazone em seiva de xilema.
A cultivar SP80 3280 manteve um comportamento intermediario quanto a absor¢do do

amicarbazone em solucéo.
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Figura 27. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) da fotossintese para as trés
cultivares de cana-de-aglcar PO8862, SP80 3280 e RB83 5486 e para a planta daninha
I. grandifolia em relacdo a quantidade de amicarbazone absorvido pelas plantas.
Botucatu/SP - 2010.

A classificagdo de sensibilidade ao amicarbazone entre as cultivares de
cana-de-agucar segue a seguinte sequéncia de acordo com as respostas observadas, PO8862,
SP80 3280 e RB83 5486, da maior para menor sensibilidade, respectivamente.

Ferreira et al. (2005) ao trabalharem com 15 genotipos de cana-de-agucar,
verificaram que o0s cultivares apresentaram sensibilidade diferencial a mistura de
amtryn+trifloxysulfuron-sodium, o cultivar RB85 5113 demonstrou alta sensibilidade, ja os
cultivares SP80 1842, SP79 1011 e RB95 7689 apresentaram média sensibilidade a mistura de
herbicidas.

Velini et al. (2000) verificaram que a mistura dos herbicidas

oxyfluorfen+ametryn aplicada em dez cultivares de cana-de-aclcar ndo causou efeitos sobre a
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produtividade e qualidade da matéria prima do colmo, ndo ocorrendo diferencas entre as
cultivares. Entretanto, Azania et al. (2005) ao testarem os herbicidas diuron+hexazinone,
azafenidin+hexazinone, metribuzin e isoxaflutole verificaram que esses produtos alteraram de
forma negativa a qualidade da matéria prima da cana-de-acucar. Essa intoxicacéo, dependendo do
genotipo utilizado e das caracteristicas do herbicida utilizado, além de afetar a fotossintese em
sua fase inicial (transporte de elétrons no PSII) pode afetar a produtividade e a qualidade da
matéria prima da cana-de-agucar (VELINI et al., 2000).

Souza et al. (2009) buscaram avaliar a tolerancia de cultivares de cana-de-
acucar a herbicidas aplicados em pos-emergéncia na soqueira da cultura. Foi detectada uma
pequena reducdo no transporte de elétrons do PSII na fase inicial de desenvolvimento da cultura,
mas ndo foi suficiente para prejudicar a altura, estande, producéo e qualidade tecnoldgica das
diferentes cultivares de cana-de-agUcar estudadas.

Em trabalho desenvolvido por Skorska e Murkowski (2009) com
aplicacdo isolada do herbicida chlortoluron em plantas de aveia selvagem (Avenua fatua) e
cultivadas (Avenua sativa) observaram consideravel diminuicdo do transporte de elétrons nas
folhas de Avenua fatua com 26% do valor de ETR quando comparado com a testemunha,
enquanto ndo ocorreu mudanca na capacidade de transporte de elétrons no PSII para a aveia
cultivada (Avenua sativa).

Korres et al. (2003) investigaram a influéncia do chlortoluron em duas
cultivares de trigo, que se destacavam por exibir diferenca na resposta ao herbicida. Com a
deteccdo da fluorescéncia do PSII foi possivel verificar a resposta diferencial do herbicida entre
as cultivares de trigo. Yordanova et al. (2001) mostraram também que plantas de tabaco néo
transgénica (susceptivel ao chlortoluron) apresentaram uma maior inibicdo do transporte de
elétrons em relacdo as plantas transgénicas, plantas essas que se destacavam pela toleréncia ao
chlortoluron.

Para a cultura do algod@o ha também diferencas marcantes dos cultivares
em relacdo ao diuron, sendo a taxa de absorcéo e translocacdo a base dessa tolerancia diferencial
(BELTRAO e AZEVEDO, 1994). Outro exemplo é a diferenca de tolerancia entre hibridos de

milho ao nicosulfuron.
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6.4. Recuperagdo do ETR apds tratamento com amicarbazone no sistema radicular de
plantas daninhas

Nas Figuras 28, 29 e 30 encontram-se representados as curvas e dados
que descrevem o comportamento do ETR para I. grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis
respectivamente quando mantidas com o sistema radicular imerso em solugédo com amicarbazone
e, apods 48 horas, em solucdo sem herbicida (solugéo nutritiva).

Para a |. grandifolia, com quatro horas apds a disponibilidade do
herbicida em solucdo ocorreu uma redugdo de 34% do ETR para a folha adulta em relacdo ao
valor de ETR inicial da planta sem herbicida. Com 24 horas ap6s a aplicacdo a folha atingiu os
55% de reducdo do ETR, ja as 48 horas apds a aplicacdo, a inibicdo foi de 87% para a folha
adulta da |. grandifolia. Nos intervalos de monitoramento seguintes ocorreu uma leve
recuperacdo do transporte de elétrons devido a substituicdo da solucdo de herbicida pela solugdo
nutritiva, mantendo os valores de ETR proximo a 50 pMols elétrons. m2s™. Assim, com 96
horas ap0s a aplicacdo a folha adulta recuperou 15% do ETR em relacdo a Gltima avaliacao de 48
horas (Figura 28).

As 192 horas ap6s o inicio do ensaio surgiu uma folha nova da I.
grandifolia com um valor de ETR muito préximo das demais folhas no momento inicial do
experimento. No Gltimo periodo monitorado de 336 horas ap6s o inicio do ensaio essa folha nova
apresentou uma reducdo do ETR de 26% em relacdo ao momento zero.

Esse comportamento de minima recuperacdo do ETR para folha adulta
apo6s a inibicdo do transporte de elétrons e de uma leve reducdo do ETR para folha nova
possivelmente esteja relacionado a presenca de residuos do amicarbazone no sistema vascular das
plantas de I. grandifolia mesmo depois de 288 horas apds a substituicdo da solucdo herbicida
pela solucédo nutritiva.

As pequenas oscilagcdes do ETR ocorridas ao longo do periodo avaliado
devem-se as condicdes do ambiente, visto que a capacidade fotossintética das plantas pode ser
alterada por estresses bidticos ou abidticos pelos quais as plantas podem passar como
temperatura, radiacdo, deficiéncia hidrica, salinidade, presenca de insetos ou fungos, dentre
outros (BOWN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002; MAZZA et al., 2000).
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Figura 28. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) em relagdo ao tempo, em
horas, para folha nova e adulta da espécie daninha I. grandifolia. Até 48 horas as
plantas ficaram em solu¢cdo com amicarbazone e apds em solucdo nutritiva.
Botucatu/SP - 2010.

Para a B. decumbens (Figura 29), com quatro horas apos a disponibilidade
do herbicida em solugdo ocorreu uma reducédo de 17% do ETR para a folha adulta em relacéo ao
valor de ETR inicial das folhas sem herbicida. Com 48 horas apés a aplicacdo, essa folha atingiu
60% de reducdo do ETR, obtendo quase a inibi¢do do transporte de elétrons desta folha.

Nos intervalos de monitoramento seguintes, apds a substituicdo da
solucdo herbicida pela solucdo nutritiva, houve uma tendéncia de recuperacdo dos valores de
ETR para a folha adulta monitorada de B. decumbens, com destaque pela rapidez na recuperacao
da fotossintese quando comparada a I. grandifolia.

No intervalo de 96 horas apos a aplicacdo a folha adulta manteve um
comportamento parecido com a avaliagdo anterior, com uma redugdo de 66% do ETR. No
intervalo de 192 horas ap0s a aplicagdo ocorreu uma recuperacdo do ETR de 16% em relagdo ao
intervalo avaliado de 96 horas. Ainda, para a avaliacdo de 192 horas ap0s o inicio do ensaio,
observou-se o surgimento da folha nova da B. decumbens, com um valor de ETR muito proximo
das demais folhas no momento inicial do ensaio. No ultimo periodo monitorado (336 horas) essa

folha nova superou o valor de ETR da folha adulta encontrada no momento inicial do
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experimento. A folha adulta manteve ainda uma reducgéo de 23% do ETR em rela¢do ao momento

inicial em que as plantas estavam ainda sem herbicida em solucéo.
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Figura 29. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) em relacdo ao tempo, em
horas, para folha nova e adulta da espécie daninha B. decumbens. Até 48 horas as
plantas ficaram em solu¢cdo com amicarbazone e apds em solucdo nutritiva.

Botucatu/SP - 2010.

Para D. horizonthalis, com quatro horas ap6s a disponibilidade do
herbicida em solucgdo, ocorreu uma reducdo de 17% do ETR para a folha adulta em relacdo ao
valor de ETR inicial da folha sem herbicida. Com 24 horas ap0s a aplicacao essa folha atingiu os
55% de reducdo do ETR. Com 48 horas ap0s a aplicacdo do amicarbazone os valores foram
proximos da inibi¢do do transporte de elétrons nas folhas, com reducéo de 85% do ETR (Figura
30).

Nos intervalos de monitoramento seguintes, apds a substituicdo da
solugédo herbicida pela solugédo nutritiva, houve uma tendéncia de recuperacdo dos valores de
ETR para a folha monitorada de D. horizonthalis, com destaque pela rapidez na recuperagédo da

fotossintese. Para a B. decumbens ocorreu um comportamento similar em que a folha adulta
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também recuperou 0 ETR rapidamente, mas para I. grandifolia a recuperagdo do ETR foi mais
lenta (Figuras 28 e 29).

No intervalo de 96 horas apds a aplicacdo a folha adulta de D.
horizonthalis manteve um comportamento parecido da ultima avaliagdo com uma reducao de
80% do ETR. Mas no intervalo monitorado de 192 horas ap6s a aplicagdo ocorreu uma
recuperagdo mais significativa do ETR, sendo de 27% em relagdo ao intervalo avaliado de 96
horas.

Apdbs 192 horas do inicio do experimento surgiu a terceira folha da D.
horizonthalis, com um valor de ETR muito proximo das demais folhas no momento inicial do
experimento. E no Gltimo periodo monitorado de 336 horas apds a aplicacdo do herbicida essa
folha nova superou o valor de ETR inicial da folha adulta. Destacando assim, a auséncia do
amicarbazone nas folhas novas da D. horizonthalis, assim como ocorreu para a B. decumbens.
Apenas a |. grandifolia apresentou indicios do amicarbazone na folha nova das plantas, sendo
justificado pelo maior comprimento do caule da espécie quando comparado as gramineas B.
decumbens e D. horizonthalis.

Ainda para o periodo de 336 horas a folha adulta também se destacou
pela recuperacgdo do transporte de elétrons mantendo o ETR 20% menor em relacdo ao momento

inicial em que as plantas estavam ainda sem herbicida em solucéo.
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Figura 30. Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) em relacdo ao tempo, em
horas, para folha nova e adulta da espécie daninha D. horizonthalis Até 48 horas as
plantas ficaram em solu¢cdo com amicarbazone e apds em solucdo nutritiva.
Botucatu/SP - 2010.

Entre as espécies daninhas estudadas ocorreram diferencas de
sensibilidade em relacdo ao amicarbazone. A I. grandifolia demonstrou ser mais sensivel quando
comparado a B. decumbens e D. horizonthalis, visto a baixa recuperacdo do ETR para as folhas
apos a substituicdo da solugdo herbicida.

Carbonari (2009) observou uma maior sensibilidade de plantas de 1.
grandifolia em relacdo as plantas de B. decumbens em diferentes areas com aplicacdo do
herbicida amicarbazone em cana-de-aglcar. De acordo com Chiovato (2009), a aplicacdo do
amicarbazone em Digitaria horizonthalis proporcionou um controle ineficiente aos sete DAA
evoluindo para um nivel excelente de controle aos 14 DAA.

Diferenca na sensibilidade a herbicidas foi observada também para
plantas daninhas anuais com o uso do glufosinato. Ridley e Mc Nalley (1985) mensuraram uma
diferenca de 70% na tolerancia entre sete espécies de plantas daninhas anuais. Steckel et al.
(1997) encontraram mais que trés vezes de diferenca em relacéo a tolerancia para o glufosinato

entre Chenopodium album e Setaria faberi (consideradas plantas daninhas de grande impacto nos
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Estados Unidos). Estes estudos concluiram que a diferenca na sensibilidade foi resultado da
absorcéo e translocacéo diferencial do glufosinato por essas plantas daninhas.

Na Figura 31 estdo apresentados os resultados de consumo de &gua
acumulado para as trés espécies daninhas 1. grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis

mantidas em solugdo com amicarbazone até o intervalo de 48 horas ap6s inicio do ensaio.

—— IPOGRA DIG —A— BRADEC

Consumo de 4gua acumulado

Tempo (horas)

Figura 31. Consumo de agua acumulado em relacdo ao tempo para as trés plantas daninhas I.
grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis submetidas a solugdo com amicarbazone.
Botucatu/SP - 2010.

A 1. grandifolia se destacou pelo maior consumo de &gua, seguida da D.
horizonthalis. e da B. decumbens (Figura 31 e 32). Como ha correlacdo entre consumo de agua e
absorcdo de herbicida, talvez esse maior consumo de &gua da I. grandifolia justifique a maior
sensibilidade da mesma ao amicarbazone, pela maior absorcao do herbicida.

Na Figura 32 estdo apresentados os resultados de consumo de agua
acumulado para as trés espécies daninhas 1. grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis

submetidas a solu¢do com amicarbazone e na sequiéncia em solucao nutritiva.
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Figura 32. Consumo de agua acumulado em relacdo ao tempo para as trés plantas daninhas I.
grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis. Até 48 horas as plantas ficaram em

solucdo com amicarbazone e ap6s em solucdo nutritiva. Botucatu/SP - 2010.

O consumo de agua para I. grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis
foi reduzido até o periodo de 48 horas apés a aplicacdo do amicarbazone e, posteriormente, com a
substituicdo da solugdo ocorreu a recuperacao do consumo de agua pelas plantas, aumentando
com o passar do tempo, possivelmente em funcdo da recuperacdo lenta da fotossintese e da

transpiracdo das plantas daninhas (Figura 32).



68

6.5. Consideragdes finais

Primeiramente destaca-se que a metodologia de extracdo da seiva das
plantas através da bomba de Schollander apresentou-se adequada para verificar a concentracao de
herbicidas em seiva de xilema para plantas daninhas e para a cana-de-agUcar, permitindo assim a
comparacao entre ambas as espécies e entre as diferentes cultivares de cana-de-agucar. Também a
metodologia fundamentada no fluorbmetro mostrou-se adequada para verificar a acdo de
herbicidas inibidores do fotossistema I, através da verificacdo instantanea do transporte de
elétrons nas plantas submetidas aos herbicidas.

Verifica-se que o consumo de agua € determinante para absorcdo de
herbicidas pelas plantas, visto que a cultivar de cana-de-acUcar mais sensivel (PO8862)
apresentou um indice combinado de absorcdo de dgua e concentracdo de amicarbazone em seiva
de xilema maior quando comparado as demais cultivares.

A |. grandifolia se destacou em relacdo a cana-de-acUcar pela maior
absorcdo do amicarbazone e pela maior sensibilidade, uma vez que a inibicdo de 50% do
transporte de elétrons ocorreu com apenas 0,0029 nMol.cm™ de amicarbazone absorvido.

A susceptibilidade diferencial, das cultivares de cana-de-agicar PO8862,
SP80 3280 e RB83 5486, pode ser justificada pelo consumo de agua e absor¢do diferencial do
amicarbazone entre as cultivares.

As plantas daninhas 1. grandifolia, B. decumbens e D. horizonthalis
apresentaram respostas diferenciadas quando submetidas a uma solucdo nutritiva apds solucéo
com amicarbazone. A |I. grandifolia apresentou-se mais sensivel ao amicarbazone pela maior
dificuldade em recuperar os niveis iniciais de transporte de elétrons, além de apresentar efeitos
nas folhas novas apo6s o termino de fornecimento do herbicida. O consumo de dgua pode explicar
esse comportamento para |. grandifolia, visto tratar-se da espécie que mais consumiu agua e

conseqiientemente mais absorveu o amicarbazone.



69

7. CONCLUSAO

Nas condicbes em que foram conduzidos os experimentos pode-se

concluir que:

- A reducdo dos valores da ETR pode ser utilizada para indicar o nivel de intoxicacdo de plantas

daninhas e de plantas de cana-de-agUcar ao amicarbazone, um potente inibidor do PSII;

- A taxa de transpiracdo e, consequentemente, a taxa de consumo de agua, mostraram-se
determinantes da taxa de intoxicacdo das plantas de diferentes espécies e cultivares pelo

amicarbazone;

- As concentracdes de herbicidas na seiva do xilema sdo bastante variaveis em funcédo do tipo de
planta e do composto em contato com o sistema radicular indicando que a facilidade de absorcéo

pelas raizes pode ser determinante para a eficacia ou seletividade de herbicidas.
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