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RESUMO

MECANISMOS MORFOFISIOLOGICOS DE TOLERANCIA DE Borreria densiflora
AO GLYPHOSATE

A tolerancia de plantas daninhas a herbicidas € um fendbmeno causado por diferentes
fatores, sejam eles morfolégicos, anatémicos, fisioldgicos e bioquimicos. Conhecer o
mecanismo que tornam as plantas tolerantes aos herbicidas é crucial para a
elaboracdo de estratégias mais eficientes de controle. Assim levantou-se a hipotese
de que mudancas nas caracteristicas anatbmicas e da cera cuticular ao longo dos
estagios fenologicos de Borreria densiffora DC. (vassourinha-de-botao)
desempenham um papel importante na absorcdo e metabolizacdo do herbicida
glyphosate. Desta forma, um experimento foi conduzido em casa de vegetagédo em
delineamento experimental inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4x2x3+1.
O primeiro fator consistiu na aplicacéo de glyphosate em quatro estadios fenologicos
da B. densiflora DC. O segundo fator foram duas doses (1440 e 2880 gr.ea. ha-t) do
glyphosate. O terceiro foi a época de coleta das folhas ap0s a aplicacéo dos herbicidas
(24, 48 e 72 horas ap0s a aplicacao). Além disso, um controle adicional sem aplicacao
de glyphosate foi adicionado. As variaveis avaliadas foram: espessura da folha e
epidermes, quantidade de cera cuticular , composicdo quimica da cera cuticular,
eficacia de controle e o teor de glyphosate e acido aminometilfosfénico (AMPA) na
parte aérea. Os resultados evidenciam que a eficacia do glyphosate varia com o
estagio fenologico, sendo mais acentuada nas fases iniciais de desenvolvimento. A
metabolizacdo do glyphosate, especialmente durante o florescimento, sugere uma
adaptacao da planta para resistir ao herbicida. As mudancas na composicao da cera
cuticular, incluindo a presenca de compostos como decosano e 2,4-bis(1,1-
dimethylethyl) phenol, associam-se a menor absorcdo do glyphosate, revelando a
influéncia direta desses componentes na dindmica da resposta da planta ao herbicida.
Essas descobertas contribuem para uma compreensao aprofundada das interacdes
planta-herbicida, fornecendo uma base soélida para estratégias integradas e
sustentaveis no controle de B. densiflora DC.

Palavras-chaves: &cido aminometilfosfénico; cera epicuticular; anatomia foliar;
vassourinha-de-botéo; alcanos; metabolizacdo; absorcao foliar.
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ABSTRACT

MORPHOPHYSIOLOGICAL MECHANISMS OF TOLERANCE OF Borreria
densiflora TO GLYPHOSATE

Weed tolerance to herbicides is a phenomenon caused by different factors, be they
morphological, anatomical, physiological and biochemical. Knowing the mechanism
that makes plants tolerant to herbicides is crucial for developing more efficient control
strategies. Thus, we start from the hypothesis that changes in anatomical
characteristics and cuticular wax throughout the phenological stages of Borreria
densiflora DC. play a crucial role in the absorption and metabolization of the herbicide
glyphosate. The experiment was conducted in a greenhouse in a completely
randomized experimental design, in a factorial scheme 4x2x3+1. The first factor
consisted of the application of glyphosate in four phenological stages of B. densiflora
DC. The second factor was two doses of glyphosate. The third was the time of leaf
collection after the application of herbicides. Furthermore, an additional control without
glyphsoate application was added. The variables evaluated were: leaf and epidermis
thickness, amount of cuticular wax, chemical composition of the cuticular wax, control
efficacy and the content of glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) in
the aerial part. The results show that the effectiveness of glyphosate varies with the
phenological stage, being more pronounced in the initial stages of development. The
metabolization of glyphosate, especially during flowering, suggests an adaptation of
the plant to resist the herbicide. Changes in the composition of cuticular wax, including
the presence of compounds such as decosane and 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) phenol,
are associated with lower absorption of glyphosate, revealing the direct influence of
these components on the dynamics of the cuticular wax response. plant to herbicide.
These findings contribute to an in-depth understanding of plant-herbicide interactions,
providing a solid foundation for integrated and sustainable strategies in B. densiflora
DC. control.

Keywords: aminomethylphosphonic acid; epicuticular wax; leaf anatomy; button
broom; alkanes; metabolization; leaf absorption.
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1. INTRODUCAO

Com o avanco da agricultura, a abundéancia e diversidade de plantas daninhas
em areas agricolas foram transformadas significativamente com a presenca de
espécies com caracteristicas que dificultam seu efetivo controle (REDDY;
NORSWORTHY, 2010; MONDAL, 2020). Antes mesmo da pressdo de selecao, que
pode resultar no surgimento de uma espécie resistente ao controle quimico, ha a
dificuldade de controle das espécies consideradas tdo somente tolerantes.

Devido ao surgimento de plantas daninhas tolerantes e resistentes ao glifosato,
as empresas, buscaram a partir do melhoramento genético de plantas, o
desenvolvimento de variedades e cultivares que sejam resistentes a mais de um
herbicida (OSIPE et al., 2017).

Com os varios anos de cultivo da soja RR, geneticamente modificada para
resisténcia ao herbicida glyphosate, e consequentes aplicacbes sucessivas do
herbicida, atualmente é constatado na agricultura nacional a presenca de bi6tipos
resistentes e de espécies tolerantes ao glyphosate (NETO et al., 2019).

No estado do Mato Grosso, além de casos de plantas daninhas resistentes ao
glyphosate como Amaranthus palmeri, Eleusine indica, Digitaria insularis, observamos
também a presenca de algumas espécies tolerantes ao glyphosate como erva-quente
(Spermacoce latifolia), poaia-branca (Richardia brasiliensis), corda-de-viola (Ipomoea
spp), etc., e mais recentemente, encontra-se disseminada em varias areas de
producdo a vassourinha-de-botdo (Borreria densiflora DC.) (IKEDA e CAVALIERI,
2019). Segundo dados atualizados, no Brasil ha 58 espécies de plantas daninhas
resistentes, sendo 11 delas resistentes ao glyphosate (HEAP, 2025).

Embora o uso do glyphosate tenha nos ultimos anos sido alvo de criticas em
diversos setores da sociedade e diante da ineficiéncia no controle de algumas
espécies, ndo temos até o momento uma molécula com caracteristicas técnicas e
ambientais semelhantes que o substitua a altura, ao ponto de abrir méo de seu uso.
O mecanismo de acdo do glyphosate € (nico, agindo como inibidor da 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs). Atua na rota metabdlica do acido
chiguimico interrompendo a sintese dos aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e
fenilalanina (LANDRIGAN; BELPOGGI, 2019).



E evidente que a tolerancia de espécies de plantas daninhas e o uso continuo
de determinados herbicidas é o primeiro passo para a ocorréncia da pressao de
selecao e consequentemente o surgimento de espécies resistentes (POWLES, 2008;
POWLES; HOLTUM, 2018; LEGUIZAMON et al., 2019). A tolerancia de plantas
daninhas a herbicidas é um problema multifacetado que influencia os meios de
subsisténcia da atividade agricola e ameacga a seguranca alimentar (EDWARDS,
2020).

Para se combater o problema das plantas daninhas tolerantes e resistentes,
bem como reduzir o uso excessivo de herbicidas, sdo sugeridas estratégias
alternativas de manejo em areas agricolas (FARTYAL et al., 2018). Entretanto, para
se tracar alternativas de manejo em sistemas agricolas é fundamental o conhecimento
dos mecanismos envolvidos que impulsionam o processo de tolerancia de uma
espécie.

No caso vertente, € importante discutir os processos que envolvem a tolerancia
de vassourinha-de-botdo ao herbicida glyphosate. Visualizamos na literatura,
sobretudo no Brasil, uma lacuna ainda a ser preenchida com estudos que possam
elucidar os mecanismos envolvidos no processo de tolerancia de vassourinha-de-
botdo ao glyphosate. Diante disso, algumas questdes precisam ser respondidas: seria
esse mecanismo fisioldgico ou morfolégico? Ou ambos?

A fim de contemplar todos esses aspectos, 0 objetivo principal desta pesquisa
foi avaliar o mecanismo de tolerancia da planta daninha Borreria densiflora DC. sobre

diferentes doses do herbicida glyphosate.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Manejo de Plantas Daninhas

Os termos "plantas invasoras”, "plantas daninhas" e "ervas daninhas" tém sido
utilizados de maneira congruente na literatura brasileira. Essas plantas também séo
denominadas como "plantas ruderais”, "plantas silvestres”, "mato” ou "in¢o". No
entanto, todos esses conceitos estdo fundamentados na indesejabilidade dessas
plantas em areas de interesse humano e cause prejuizos nas atividades de interesse
econdmico, ao acesso e trafegabilidade e ao meio ambiente (BLANCO, 1972).

Com relacdo a exploracdo agricola, os prejuizos causados pelas plantas
daninhas para as culturas de interesse incluem reducao da produtividade, perda da
gualidade do produto, reducdo no valor da terra e aumento do custo no manejo
agricola (FRIED et al., 2017). As plantas daninhas competem por recursos como agua,
luz, nutrientes, CO2 e espago com as culturas agricolas (ALMEIDA et al., 2015).
Também, podem afetar a cultura por meio da liberacéo de substancias aleloquimicas,
impedindo e/ou dificultando processos como a germinagao de sementes, crescimento
e o0 desenvolvimento da cultura. O efeito integrado dos fatores supracitados é
chamado interferéncia, ou seja, o conjunto de acdes que recebe uma determinada
cultura em decorréncia da presenca da comunidade infestante em um determinado
local (PITELLI, 1985).

O manejo de plantas daninhas visa a reducdo da comunidade infestante
presente na lavoura de forma a minimizar sua interferéncia, sem necessariamente
elimina-las completamente ou erradica-las (AGOSTINETTO et al., 2004; BUENO et
al., 2013). Contudo, um dos fatores limitantes no manejo de plantas daninhas é o
conhecimento sobre a biologia das espécies que se deseja controlar. Assim, conhecer
a biologia e o manejo de plantas daninhas € essencial para o desenvolvimento de
técnicas adequadas de manejo visando ao controle eficaz (ORZARI et al., 2013).

Dentre as praticas de controle conhecidas, o controle preventivo é um conjunto
de medidas e de métodos que impede a introducdo e a disseminacdo de plantas
daninhas a partir de um foco inicial dentro da propriedade agricola. Ja a supressao ou
a estabilizacdo de populacdes de plantas daninhas por meio do controle bioldgico

baseia-se na utilizacdo de determinados organismos que dependem dessas plantas



para a sua sobrevivéncia, sem prejuizos para a cultura ou atividade de interesse
(NETO, 2019).

Diferentes estratégias podem ser adotadas como ferramentas de controle
cultural, seja pelos aspectos fenolégicos da propria cultura para supressdo da
matocompeticdo, baseado em diferentes espécies forrageiras, producédo de matéria
seca e efeito alelopéatico sobre a germinacdo e emergéncia das plantas daninhas
(CASTILHO; FORTI; MONQUERO, 2021). Também, utiliza condicbes que promova o
crescimento da cultura, como cultivares mais competitivas, menor espagamento,
maior densidade de semeadura, cobertura verde ou uso de rotacdo de culturas
(CARVALHO, 2013).

O controle mecanico utiliza equipamentos que eliminam as plantas daninhas
de forma fisica, no uso de instrumentos de corte ou arranque de plantas daninhas,
sendo aderido principalmente nas pequenas propriedades, onde a falta de
equipamentos e a topografia do terreno limitam a utilizacdo de outros métodos de
controle. Ainda, a palhada na superficie do solo, o uso de filme plastico ou qualquer
outro material que exerca efeito fisico, pode contribuir para reduzir o desenvolvimento
de plantas daninhas e consequentemente diminuir o uso de herbicidas (VINCENT-
CABOUD et al., 2019).

Dentre as préaticas utilizadas, o controle quimico, através do uso de herbicidas,
€ 0 método mais utilizado. Sua maior adoc¢éo pode ser explicada devido a praticidade
de aplicacdo, principalmente em grandes areas de cultivo, economia e eficiéncia,
guando comparado aos outros meétodos de controle (KARAM et al., 2018).

O sucesso na utilizacdo de herbicidas, entre muitos fatores, esta relacionado
com a dose de aplicacdo e o estagio das plantas, os quais podem alterar a eficacia
dos herbicidas (MACHINESKI et al., 2019). Aplicacdes de herbicidas realizadas em
estagios iniciais de desenvolvimento resultam em maior eficacia de controle, porém
plantas que se encontram em estagios de desenvolvimento mais avancado sdo menos
susceptiveis a acdo dos herbicidas, reduzindo a eficiéncia desses produtos
(MARQUES; RODELLA; MARTINS, 2012).

Em contra partida, o uso intensivo de herbicidas promove desequilibrios nos
agroecossistemas, principalmente quando utilizados de forma inadequada, o que
pode acarretar na contaminagéo de corpos d'agua e solo (TAKANO et al., 2016). Além
disso, sucessivas aplicagcdes de um mesmo mecanismo de agdo acabam aumentando

a pressao de selecdo de espécies tolerantes e bibtipos resistentes a herbicidas



(CHRISTOFFOLETI; VICTORIA FILHO; SILVA, 1994). Neste contexto, 0 manejo
eficiente das plantas daninhas promove maior economia ao produtor, minimizando os

efeitos negativos das plantas daninhas, com menor risco ambiental.

2.2. Origem Borreria densiflora DC.

Borreria densiflora DC. é conhecida popularmente como vassourinha-de-botéo,
vassourinha, corddo-de-frade, erva-botdo, falsa-poaia, perpétua-do-mato, poaia-
comprida, poaia-preta, poaia-rosario (MOREIRA; BRAGANCA, 2011). E uma
dicotiledénea, tendo como uso principal o medicinal, possuindo 29 compostos isolados
até o momento (IZUOGU et al., 2020).

A B. densiflora DC. pertence a familia Rubiaceae, assim como Spermacoce
latifolia Aubl. (erva-quente), Spermacoce densiflora (DC.) e Richardia brasiliensis
(poaia-branca) (MOREIRA E BRAGANCA, 2011) o género, que possui mais de 150
espécies, com grande plasticidade fenotipica entre as plantas, assim, favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia aos herbicidas comumente utilizados (VIVIAN et al.,
2013).

A vassourinha-de-botéo € uma planta daninha nativa da América Tropical, mais
especificamente do Brasil (NEPOMUCENO et al.,, 2018). Ocorre desde o sul dos
Estados Unidos até a parte meridional da América do Sul (CHIQUIERI; DI MAIO;
PEIXOTO, 2004). No Brasil, tem ampla distribuicdo, infestando areas de pastagem,
abandonadas e perenes, e agricolas, estando presente, principalmente na fronteira
agricola conhecida como MATOPIBA (Maranhéo, Tocantins, Piaui e Bahia), também
nos estados do Mato Grosso, Goias (SANTOS et al., 2018) e nas regides Norte e
Centro Oeste (PACHECO et al., 2016; LOURENCO, 2018).

2.2.1. Caracteristicas morfolégicas de Borreria densiflora DC.

Borreria densiflora DC. € uma espécie de ampla distribuicdo geografica, ocorre
desde o México, América Central, América do Sul, até o centro da Argentina. Essa
diversidade de ambientes onde vive pode explicar a razao pela qual esta espécie
apresenta caracteristicas muito variaveis (MARTINS, 2008). Desenvolvem-se em

solos acidos ou alcalinos, mesmo que pobres em nutrientes. Ademais, suas sementes



sdo fotoblastica neutra, com capacidade de germinar na presenca ou auséncia de luz
(CASTILHO; FORTI; MONQUERO, 2021).

B. densiflora DC. é uma espécie herbacea, perene, monocarpica, de habitat
terrestre, com habito semi-prostrado ou ereto, podendo atingir de 30 a 100 cm de
altura (NEPOMUCENO et al., 2018). Seu desenvolvimento inicial € lento, com periodo
de 20 a 25 dias entre a germinacédo e o estadio fenoldgico de dois pares de folhas
completamente expandidas. A raiz € do tipo pivotante, com rapida formacao do seu
sistema radicular. O caule é cilindrico na parte basal e possui muitas ramificacdes,
dando aparéncia cespitosa, com pilosidade curta e abundante (NEPOMUCENO et al.,
2018).

As folhas sdo simples, sem peciolo, pseudoverticiladas, lisas e glabras de
coloracéo verde intensa, dispostas de forma verticilada nos varios nés. As flores em
geral sdo brancas, com lobos do calice linear-espatulados, capsulas de até 2,5 mm
comprimento e glabras, com florescimento de fevereiro a agosto (JUNIOR, 2020),
exibe de 1 a 3 glomérulos globosos por ramos (NEPOMUCENO et al. 2018).

A reproducdo é exclusiva por sementes, com elevada producédo (cerca de
90.000 sementes por planta), pequenissimas (1,0 a 1,5 mm de comprimento), que sao
dispersas pelo vento, com formas oblongas a elipsoides (NEPOMUCENO et al.,
2018). As sementes germinam preferencialmente no nivel do solo, com 0s maiores
niveis de germinacdo ocorrendo nas temperaturas entre 20 e 30°C (CASTILHO;
FORTI; MONQUERO, 2021).

As sementes sdo tolerantes a seca, suportando 0S meses mais secos e
iniciando a germinacdo somente no momento em que ha o retorno das precipitacdes,
correspondendo ao més de setembro e intensificando-se nos meses de outubro a
dezembro (DOS REIS et al., 2020). Estas caracteristicas aliadas aos mecanismos
como dorméncia e longevidade, podem garantir a ocorréncia de enormes bancos de
sementes desta planta daninha no solo.

Nos ultimos anos, sua ocorréncia vem aumentando consideravelmente,
principalmente em areas com cultivo de soja, devido a sua caracteristica de tolerancia
ao herbicida glyphosate (MINOZZI, 2022). A germinacao de B. densiflora DC. coincide
com a semeadura da soja, além disso, novos fluxos de germinacdo e emergéncia
ocorrem também no estadio reprodutivo da soja, devido maior volume pluviométrico e

frequéncia de distribuicdo ao longo do tempo (ZHANG et al., 2021).



O controle de B. densiflora DC. torna-se mais dificil em estadios mais
avancados de desenvolvimento das plantas, em estadios de desenvolvimento a partir
de 4-6 folhas apresentam menos estdbmatos e mais tricomas nas superficies adaxiais
das folhas, o que pode resultar em uma menor absor¢éao de herbicidas (FADIN et al.,
2019)

A reducédo na produtividade causada pela competicéo de B. densiflora DC. com
a cultura podem ser expressivas. A infestacdo de uma planta de Borreria densiflora
DC. por m2 na cultura da soja é capaz de reduzir a produtividade em 1,3 a 4,2%
(LOURENCO, 2018). J& na cultura do sorgo, essa mesma infestagdo pode acarretar
na reducdo de até 29% da producéo de grdos (CAMPOS, 2022).

2.2.2. Tolerancia x Resisténcia em Borreria densiflora DC.

O efeito de tolerancia de plantas daninhas aos herbicidas pode ser definido
como a capacidade que uma espécie possui de sobreviver e se reproduzir apos ser
tratada com a molécula de herbicida (WEED TECHNOLOGY, 1998). Ja a resisténcia
de plantas daninhas a herbicidas é a capacidade herdada de uma planta individual de
sobreviver a uma aplicacdo de herbicida, que em uma populacdo normal ocasionaria
a morte (WA, 2020). Cabe aqui ressaltar que, a proporcéo de individuos resistentes a
herbicidas ira aumentar devido a presséo de selecdo em situacées onde um grupo de
herbicidas com o mesmo mecanismo de acéo é aplicado regularmente (WA, 2020).

As plantas daninhas podem ocasionar perdas consideraveis ao rendimento da
cultura quando ndo controladas (SALOMAQO; FERRO; RUAS, 2020). Oscilacdes
ambientais, variabilidade genética, estagio de crescimento e adoc¢éo de estratégias de
formas errbneas, exercem elevada pressdao de selecdo de bibtipos resistentes a
moléculas de herbicidas dentro de uma populacao de plantas daninhas (PEREIRA et
al. 2021).

O controle quimico de Borreria densiflora DC. torna-se complexo devido aos
diferentes estadios de desenvolvimento da referida planta e as interacbes com o
ambiente, sendo necesséario a ado¢do do manejo integrado visando ao seu controle
eficaz. A espécie tem se tornado um entrave a atividade agricola, devido a rapida
disseminacéo e a elevada dificuldade de controle (PACHECO et al., 2016; MILEO et
al., 2016).



O manejo atual de B. densiflora DC. na cultura da soja contempla o uso de
herbicidas em pré-semeadura, poOs-emergéncia inicial (estadios iniciais de
desenvolvimento, até trés pares de folhas) e péds-emergéncia (plantas ja
estabelecidas), assim promovendo o controle da infestacdo e a reducdo de novos
fluxos germinativos, evitando a reinfestacdo (MARTINS e CHRISTOFFOLETI, 2014;
ALBRECHT et al., 2020; ALBRECHT et al., 2021; da SILVA et al., 2021).

A tolerancia de uma espécie a herbicidas € a capacidade de sobreviver e se
reproduzir mesmo apo6s a aplicacdo, podendo eventualmente sofrer algum nivel de
injuria na dose recomendada (OLIVEIRA JR, 2011). Dentre as formas de tolerancia
pode-se citar a reducdo na absor¢cao de herbicidas. A baixa absor¢cao de herbicidas,
uma das principais causas da tolerancia, se deve pelas diferencas fisicas e/ou
guimicas da membrana cuticular.

Os principais aspectos que interferem na eficacia de controle proporcionado
pelos herbicidas € a suscetibilidade da planta alvo ao ingrediente ativo utilizado. A
utilizacdo do glyphosate é uma alternativa para o controle de B. densiflora DC.
(BENBROOK, 2016; MACHINESKI et al., 2019).

A ineficiéncia do controle com glyphosate ocorre principalmente em casos
guando a aplicacdo ocorre em estadios tardios de desenvolvimento (FADIN et al.
2018). Fadin e Monquero (2019) avaliaram a morfologia de B. densiflora DC. em
diferentes estadios de desenvolvimento, onde observaram diferencas de espessura
da epiderme, niumero de estdmatos e tricomas. Os referidos autores concluiram que
plantas de B. densiflora DC. em estadios mais avancados de desenvolvimento, como
em florescimento, apresentaram nimero reduzido de estdbmatos, menor espessura da
folha e mais tricomas, quando comparadas com as em estadios iniciais de
desenvolvimento, fato este que explica a maior tolerancia dessa espécie a aplicacao
de herbicidas quando em aplicacfes tardias.

As diferencas entre a suscetibilidade de plantas de B. densiflora DC. ao
glyphosate estédo relacionadas com as diferencas de absorcédo e/ou translocacao do
herbicida. Segundo FADIN et al. (2018), plantas de B. densiflora DC. com 4-6 folhas
apresentaram menor absor¢cdo e translocacdo do herbicida para regibes
meristematicas foliares/radiculares se comparadas com plantas em inicio do seu
desenvolvimento com 2 a 4 folhas. Em contrapartida, plantas em pleno florescimento

apresentaram menor translocagao de glyphosate para os meristemas radiculares, por



isso sua aplicagdo em estadios iniciais do desenvolvimento apresenta resultados

satisfatérios de controle.

2.3. Caracteristicas do herbicida glyphosate

O herbicida glyphosate, com o nome IUPAC N-(fosfonometil) glicina, € um
composto fosforado analogo da glicina, um sélido branco, de formula C3H8NO5P,
com massa molar de 169,1 g/mol (SINGH et al., 2020). E o ingrediente ativo pesticida
mais utilizado no mundo, principalmente apés a introducao de plantas geneticamente
modificadas com caracteristica de resisténcia a esse herbicida, sendo pioneiras as
cultivares de soja e milho Roundup Ready® (RR®) (GREEN, 2018).

Em 1950, o quimico Henri Martin, sintetizou pela primeira vez o glyphosate. Em
1970, a molécula chegou até a Monsanto no ambito de uma investigacdo para o
desenvolvimento de agentes amaciadores de agua, e John Franz identificou pela
primeira vez seu uso como herbicida (XU et al., 2019). Apds resultados promissores,
o glyphosate foi introduzido no mercado em 1974 como principio ativo do herbicida
Roundup® (XU et al.,, 2019). Inimeras formulacdes/s a base de glyphosate séo
disponiveis no mercado. No Brasil, existem 165 produtos comerciais a base de
glyphosate registrados, detentivos por mais de 50 empresas (AGROFIT, 2024).
Apesar da eficacia de controle, esse herbicida apresenta riscos de contaminacao,
principalmente quando utilizado de forma indiscriminada (BENBROOK, 2016).

O glyphosate € um herbicida sistémico, nao seletivo, com baixa volatilidade e
soluvel em agua e quase insoluveis em solventes organicos comuns (BAER &
MARCEL, 2014; XU et al., 2019). E classificado como classe IV, pouco téxico
(ANVISA, 2018).

O mecanismo de acéo ocorre pela inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-
3-fosfato sintase (EPSPs), enzima responsavel pela sintese dos aminoéacidos
triptofano, fenilalanina e tirosina (XU et al., 2019). A inibicdo da EPSPs resulta em
rapido acumulo de 3PS enddgeno, que é armazenado no protoplasto da célula e
posteriormente desfosforilado a acido chiquimico pela fosforilase vacuolar. O acumulo
de &cido chiquimico € um conhecido marcador de inibicdo de EPSPs em populacfes
com sensibilidade ao glyphosate (DILLON et al. 2017).

A via do acido chiquimico é a rota metabdlica para a biossintese de

aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano (LANDRIGAN; BELPOGGI,
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2018), por meio da conversado de precursores de carboidratos, derivados da glicélise
e das vias da pentose fosfato, em corismato (ZABALZA et al., 2017). A quantificagao
do acido chiquimico ap6s aplicacdo do glyphosate € uma metodologia utilizada para
identificacdo de bidtipos resistentes e suscetiveis, por indicar a sensibilidade da
enzima EPSPs, contribuindo para a anélise de quanto produto foi capaz de atingir o
sitio de acdo (NDOU et al., 2021). E possivel associar a concentracdo de &cido
chiquimico com a eficacia do glyphosate apés a sua aplicacdo em plantas com maior
suscetibilidade.

O glyphosate ndo é considerado persistente como a maioria dos herbicidas,
pois possui meia vida no solo relativamente baixa, podendo ser degradado
rapidamente por microrganismos, por meio de duas rotas catabolicas, tendo como
principal metabolito o acido aminometilfosfénico (AMPA) e como intermediario, a
sarcosina (DUKE, 2020). O coeficiente de particdo Kow de -log0,17x10-2, indica que
o glyphosate apresenta uma grande adsorcéo ao solo (PPDB, 2021).

A degradacédo do glifosato para AMPA em plantas ainda € pouco conhecido
(DUKE et al., 2003). O glifosato tem sido metabolizado por plantas via duas rotas
semelhantes e presentes em microorganismos. Uma destas rotas envolve a divisao
oxidativa da unido carbono-nitrogénio (C-N) para producao de AMPA e a outra, quebra
a unido do (C-P) por uma C-P liase para gerar sarcosina (REDDY et al., 2004). o
glyphosate também pode ser metabolizado por algumas plantas em sarcosina e
fosfato inorganico (DUKE, 2011). Por isso, a quantidade de AMPA encontrada em
algumas espécies de plantas apd6s a aplicacdo de glyphosate indica que essa
degradacdo pode contribuir para a tolerancia natural ao herbicida (REDDY et al.,
2008).

A aplicacdo do glyphosate se da majoritariamente em pds-emergéncia das
plantas daninhas, aplicado sobre as folhas das plantas, onde h& absor¢éo e transporte
pelo floema. A absorcdo do glyphosate € um processo bifasico que envolve rapida
penetracdo pela cuticula e membrana plasmatica dos tecidos fotossintetizantes,
seguida de absorcao simplastica lenta, através de tecidos vasculares, para os sitios-
alvo do herbicida. Ap6s a internalizacdo, o herbicida acumula-se nos tecidos com
maior taxa de crescimento e atividade metabdlica, ou seja, em meristemas apicais e
raizes, promovendo a morte dos tecidos meristematicos (DUKE, 2018) e promovendo

a morte das plantas suscetiveis.
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2.4. Aspectos morfolégicos em Borreria densiflora DC. que interferem no
controle quimico

Na aplicagcdo de glyphosate sobre as plantas de B. densiflora DC.,
independente da dose, a translocacéo ocorre predominantemente via floema para o
sistema radicular, pois esta diretamente relacionado ao transporte de acucares (TAIZ
et al., 2015). Apés a aplicacdo, os primeiros sintomas sao inibicdo do crescimento,
amarelecimento dos meristemas e das folhas jovens, progredindo para necrose
generalizada, bem como deformacfes morfolégicas nas folhas e danos nas raizes e
rizoma, culminando na morte das plantas em um periodo entre 4 a 19 dias,
dependendo da dose, da espécie e do estadio de desenvolvimento (SZEKACS &
DARVAS, 2012).

Plantas mais jovens de B. densiflora DC. sdo mais facilmente controladas em
comparacdo aquelas em estagio de desenvolvimento mais avancado, por
apresentarem menor espessamento da cuticula, principal barreira a penetracdo de
herbicidas, maiores atividades fotossintéticas e consequentemente maior
translocacéo (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Alteracbes morfolégicas nas plantas devido aos diferentes estadios de
desenvolvimento e interacdes com 0 ambiente podem influenciar no controle da planta
daninha (MINOZZI, 2022). Plantas de B. densiflora DC. adultas apresentam em sua
morfologia grande quantidade de folhas sobrepostas, produzindo efeito guarda-chuva
e menor contato do produto com as plantas pela falta de deposicdo de gotas do
produto na superficie foliar (OLIVEIRA JUNIOR, 2011). Além disso, plantas mais
velhas apresentam, geralmente, maior tolerancia a herbicidas aplicados em pds-
emergéncia (MARTINS; CHRISTOFFOLETI, 2014).

Segundo Andrade Junior (2020), o glyphosate aplicado na dose de 1.440 g e.a.
ha-! foi eficiente no controle de Borreria densiflora DC. em estadio de 2 a 4 folhas,
porém, plantas com 5 a 8 folhas e em florescimento a eficiéncia diminuiu
proporcionalmente. Fadin et al. (2018) e Lima et al. (2019) também constataram que
a dose 1.440 g e.a. ha-! do glyphosate foi menos eficaz no controle de plantas em
estadios avancgados de desenvolvimento. Ainda, B. densiflora DC. possui capacidade
de rebrota, principalmente em plantas j& em estadio avangcado de desenvolvimento
(FERREIRA et al., 2006; PIER, 2016).
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2.5. Aspectos fisiologicos em Borreria densiflora DC. que interferem na acéo
do herbicida glyphosate

A fisiologia da planta influencia a passagem do herbicida apds sua aplicacgéo,
ou seja, sua translocacao e absorcao (HALL; BECKIE; WOLF, 1999). Porém, cada
espécie de planta pode se adaptar, ou ndo, desenvolvendo mecanismos distintos de
tolerancia e resisténcia. O acumulo de 3PS enddgeno, devido a inibicdo da EPSPs, é
um comportamento fisiolégico e causa maior acimulo de &cido chiquimico mediante
a aplicacdo do herbicida glyphosate. As enzimas séo os principais sitios de acédo dos
herbicidas, podendo ser interrompida sua ligacdo se houver alguma alteracdo na
estrutura da molécula (GAINES et al., 2020)

O uso de glyphosate causa inibicdo na producédo de aminoacidos aromaticos,
fundamentais para a producdo da parede celular e para a producdo de hormonios
essenciais, além de afetar diretamente a fotossintese da planta, reduz a sintese de
clorofila e interfere na organizacédo do aparelho fotossintético levando ao declinio no
total de proteinas, cofatores enzimaticos, metabdlitos secundarios e fotossintese
resultando na morte da planta (DUKE & POWLES, 2008).

Sabe-se que a espessura da folha é inversamente proporcional a area foliar e
proporcional a densidade estomatica. Assim, o aumento na area foliar e a diminuicao
da densidade estomatica com o avanco da idade da planta estédo relacionados aos
mecanismos que aumentam a transpiracao (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003).

A translocacao é um processo de varias etapas, inicialmente necessita transpor
a cuticula das folhas, depois parede celular da epiderme, apoplasto, mesdfilo, até
atingir o floema e entédo ser translocado para os pontos de crescimento (GE et al.,
2014). O movimento do glyphosate pelo floema segue a mesma rota dos produtos da
fotossintese, ocorrendo das folhas fotossinteticamente ativas em dire¢cdo as partes
das plantas que utilizam esses acucares. A quantidade de acuUcar translocada para
cada parte muda durante o ciclo de vida da planta, influenciando o movimento do
herbicida (DELLACIOPPA et al., 1986).

N&o hé, até o momento, estudos aprofundados dos processos fisioldgicos de
B. densiflora DC., porém acredita-se que a retencao, absorcao e, principalmente, a
translocacéo do glyphosate sejam comprometidas em estadios de desenvolvimentos

mais avancados. Por isso, o entendimento da biologia e da fisiologia de B. densiflora
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€ fundamental visando ao controle eficaz desta espécie daninha, evitando a

propagacao e a selecéo de bidtipos resistentes a herbicidas.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 CondicOes gerais do experimento

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade de Rio Verde.
As condi¢des climéaticas da casa de vegetacdo durante a conducao do experimento
foram: 30/22°C £ 3°C de temperatura diurna/noturna, 80% de umidade relativa e
irrigacéo diaria, visando a manutencédo da umidade satisfatéria do solo.

A espécie vegetal que foi utilizada no presente estudo foi cultivada em vasos
plasticos, capacidade volumétrica de 5 dm3, preenchidos com solo. As sementes de
B. densiflora DC. foram coletadas na estagéo experimental da empresa “Syngenta
Protecao de Cultivos Ltda.” de Lucas do Rio Verde-MT e semeadas separadamente
nos vasos, sendo conduzidas trés plantas por vaso durante os experimentos. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento experimental
inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4x2x3+1. O primeiro fator foi
composto pelos estadios de desenvolvimento da B. densiflora DC. (2 pares de folhas,
4 pares de folhas, 6-8 pares de folhas e pleno florescimento). O segundo fator foi
composto por duas doses do herbicida glyphosate (1440 e 2800 g e.a. hat). O terceiro
fator foram as épocas de coletas das partes aéreas das plantas de B. densiflora DC.

24, 48 e 72 horas apos a aplicacédo do glyphosate.

4.2. Aplicacdo do glyphosate

As aplicacbes do glyphosate, nas doses propostas pelos tratamentos, foram
realizadas por um pulverizador costal portatil pressurizado por CO2, equipado com
uma barra contendo 6 pontas de pulverizacdo do tipo leque, com espacamento de
0,45 m entre elas. A pressao estabelecida foi de 40 PSI, calibrado para fornecer um
volume de calda equivalente a 150 L/ha. As condicBes climéaticas durante as
aplicacdes dos tratamentos foram consideradas favoraveis, com umidade relativa do
ar igual a 78.0 £5%, temperatura atmosférica igual a 28.0 £1° C e velocidade do vento

abaixo de 4 km h1.

4.3. Variaveis avaliadas
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4.3.1. Anatomia foliar

As variaveis anatdbmicas das plantas avaliadas foram: a espessura foliar,
espessura do parénquima, espessura da epiderme adaxial, espessura da epiderme
abaxial e a relacao quantidade de cera/area foliar. Para avaliagdo anatémica, as folhas
foram coletadas momentos antes da aplicagcdo do herbicida. e fixadas em FAA50
(johansen, 1940), para posteriormente serem conservadas em etanol 70%. A partir do
material obtido, foram retirados 02 fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? de cada
repeticdo na por¢do mediana da folha, desidratados em série etilica. Laminas foram
confeccionadas obtendo seccbes transversais dos fragmentos selecionados,
utilizando o azul-de-toluidina pH 4,4 (o’brien e mccully, 1981) como corante das
seccOes foliares. A observacdo e documentacdo fotografica foi feita usando
microscoépio de luz modelo Primo Star, Zeiss® acoplado a camera digital (AxioCam
ERCc5s), obtendo-se trés imagens por lamina. As analises de espessura foram obtidas

utilizando o aplicativo ImageJ® Versao 1.54.

4.3.2. Extracdo e composicao da cera cuticular

As ceras epicuticulares foram retiradas de 8 plantas de Borreria densiflora DC.
nos estagios de desenvolvimento proposto pelo primeiro fator. Essas plantas foram
cultivadas simultaneamente com as demais plantas usadas para aplicacdo dos
tratamentos, utilizando uma unidade experimental com mesma dimensdo e
caracteristica comparada a aquelas usadas para os tratamentos. As folhas de cada
espécie foram individualmente colocadas em placas contendo cloroformio e metanol
(90:10 mL) por 30 segundos, agitando suavemente. Esse procedimento foi realizado
com cuidado para evitar danos as folhas, evitando a liberacdo de clorofila e outros
compostos. Os extratos resultantes foram filtrados e deixados evaporar sobre uma
placa a 55 °C até reduzir o volume para cerca de 15 mL. A solucdo resultante
(cloroférmio + ceras) foi transferida para frascos de 25 mL de peso conhecido. O
cloroférmio foi evaporado a temperatura ambiente, e os frascos foram mantidos para
pesagem dois e quatro dias apds a obtencéo do residuo sélido (ceras). A quantificacéo
das ceras foi expressa como quantidade de ceras por unidade de area foliar (ug.cm
2). Para isso, a area das folhas de cada espécie, usada para a extracéo das ceras, foi

medida usando o aparelho fotoelétrico de medicéo de area foliar LICOR-3100.
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A analise da composicdo quimica das ceras seguiu 0 protocolo proposto por
Raiser et al. (2020). Para cada periodo analisado, 0,5 mL de Hidroxido de Potassio
(KOH — 0,5 M) preparado em metanol (P.A.) foi adicionado aos residuos sélidos
obtidos. A solucgéo resultante foi agitada manualmente e submetida a um banho Maria
a 70 °C por 10 minutos. Apos esse intervalo, 400 microlitros (uL) da solugao
HCl:Metanol (preparada na propor¢éo 1:4) foram adicionados as amostras, as quais
foram agitadas previamente e novamente submetidas a um banho Maria a 70 °C por
20 minutos. Em seguida, 1 mL de hexano foi adicionado as amostras. Posteriormente,
100 uL da solucéo obtida de cada amostra, além de 900 uL adicionais de hexano,
foram pipetados para novos vials.

As amostras foram entdo analisadas em um cromatografo gasoso acoplado a
um espectrémetro de massa (Shimatzu QP2010 Ultra) com as seguintes condi¢des:
volume de injegdo de 1 puL; coluna HP5-MS; temperatura de injecdo a 230 °C;
temperatura inicial da coluna a 140 °C; gradiente de temperatura variando de 140 °C
por 2 minutos, aumentando 4 °C por minuto até atingir 180 °C, mantendo essa
temperatura por 5 minutos, e posteriormente aumentando 0,5 °C por minuto até atingir
250 °C, mantendo por 20 minutos; tempo total de corrida de 87 minutos. A
identificacdo dos acidos graxos foi baseada no tempo de retencdo do padrao (Lipid
Standards Sigma-Aldrich: FAMEs mixtures C8:0 — C22:0), o qual foi injetado nas

mesmas condi¢des.

4.3.3. Eficacia de controle, extracdo e quantificacédo do glyphosate e AMPA

A porcentagem de controle de Borreria densiflora DC. foi realizada
considerando a escala visual com notas percentuais, onde 0% significa auséncia de
sintomas e 100% morte total das plantas (SBCPD, 1995). Estas avaliacdes foram
realizadas aos 7, 14 e 28 dias ap0s a aplicacédo (DAA).

As amostras da parte aérea das plantas de B. densiflora DC. foram coletadas
24, 48 e 72 horas apoés a aplicacdo do glyphosate, conforme o tratamento proposto
anteriormente. As amostras passaram por trés lavagens com 50 mL de 4gua destilada
para remover o residuo da aplicacdo depositado nas folhas e ndo absorvido. Apos
esse procedimento, o material coletado foi submetido a secagem em estufa de

circulacdo forcada de ar a 45 °C por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram



23

maceradas, sendo entdo pesados 100 mg e colocados em tubos de centrifugacéo de
25 mL.

Em seguida, foram adicionados 10 mL da solugdo de extracdo de agua
acidificada (pH 2,5) (MATALLO et al., 2011) nas amostras. E relevante destacar que
o acido cloridrico (HCI) foi empregado para acidificar a solugdo de extracdo das
amostras de glyphosate e AMPA. No caso das amostras de &cido quinico e &cido
chiquimico, a solugcédo de extracao foi acidificada com &cido trifluoroacético (TFA).
Cada amostra foi replicada trés vezes.

Na etapa subsequente, as amostras foram expostas a um banho ultrassénico
com frequéncia de 42 kHz por 30 minutos. ApOs essa etapa, as amostras foram
centrifugadas a 4.000 g por 10 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi coletado, filtrado
através de um filtro Millex HV 0,45 ym com membrana Durapore 13 mm, e
acondicionado em frascos vials para posterior quantificagao.

A quantificagéo de glyphosate e AMPA foi conduzida através do Cromatografo
de ions Dionex ICS-2100, utilizando as seguintes condi¢cdes de analise: o método
empregado foi a cromatografia de ions (IC); o eluente utilizado foi agua ultra pura, com
um fluxo de 0,3 mL/min; o sistema gerador de eluente foi EGC KOH; a supressora
auto-regenerativa operou a 52 mA; o gradiente analitico variou de 55-75 mM no
intervalo de 0 a 8 minutos, sendo mantido nessa condic&o por mais 1 minuto; a coluna
cromatografica utilizada foi a lonPac AS19 (Thermo Scientific) com dimensdes de
2x250 mm; a temperatura da coluna foi mantida a 35 °C; o tempo médio de retencao
foi de 18,5 minutos para o glyphosate e de 14,1 minutos para o AMPA.

Para as analises, uma curva analitica foi preparada no intervalo de 0,5 a 10
ppm, e o limite de quantificacdo estabelecido foi de 0,1 ppm. As concentracdes nas
amostras foram utilizadas para determinar o teor de cada composto extraido do tecido
vegetal seco. Os padrbées analiticos das moléculas de glyphosate [N-
(Phosphonomethyl)glycine] e AMPA (acido aminometilfosfénico) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Ltda (Brasil), com grau de pureza analitica de 96% e 99%,

respectivamente.

4.4. Andlise estatistica

A andlise dos dados foi realizada por meio da utilizagdo do software SISVAR

(FERREIRA, 2019). Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a analise
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de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade e quando constatado efeito
significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p-valor < 0,05). Uma
andlise de Correlagéo de Pearson entre as variaveis anatémicas, os constituintes da
cera cuticular, a porcentagem de controle e o teor de glyphosate quatificado na parte
aérea foi realizada para identificar possiveis relacdes de causa-efeito entre esses

parametros.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo anatémica das folhas de Borreria densiflora DC.

N&o houve diferencas significativas para a espessura de folhas de Borreria
densiflora DC. avaliadas nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta (Figura
1A). O tratamento com 2, 4, 6-8 e florescimento demostraram um valor de espessura
meédio igual a 0,26; 0,22; 0,30 e 0,33 mm, respectivamente. Para a espessura do
mesofilo foliar, existem diferencas quanto ao estadio fenoldgico das plantas de B.
densiflora DC. Plantas com 2 e 4 pares de folhas exibiram uma menor espessura do
mesofilo (0,19 e 0,14 mm) comparado a plantas com 6-8 pares de folhas (0,23 mm) e
no florescimento (0,24 mm) (Figura 1B). A espessura da epiderme adaxial também
variou conforme o estadio fenolégico. Plantas de B. densiflora DC. no florescimento
(0,054 mm) demostraram maior espessura dessa epiderme comparado aos demais
estadios, que nao exibiram diferencas entre eles (Figura 1C). A epiderme abaxial das
plantas de B. densiflora DC. também foram mais espessas para aquelas no estadio
de florescimento (0,06), seguido pelo estadio de 4 (0,04 mm) e 6-8 (0,05 mm) pares
de folhas e 2 pares de folhas (0,03 mm) (Figura 1D).
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Figura 1- Espessura da folha (mm), espessura do parénquima (mm), espessura da
epiderme adaxial (mm), espessura da epiderme abaxial (mm) e relacdo quantidade
de cera/area foliar (ug cm?) obtidas para a Borreria densiflora em 4 estadios de
desenvolvimento diferentes. Letras minusculas diferem as médias dos tratamentos
pelo teste Tukey p-valor < 0,05.

Os resultados obtidos na avaliacdo da espessura das folhas de B. densiflora
DC. revelaram aspectos importantes relacionados ao desenvolvimento fenolégico da
planta. Notavelmente, a espessura das folhas ndo apresentou diferencas significativas
nos diferentes estadios de desenvolvimento, indicando uma estabilidade nesse
parametro morfolégico ao longo do ciclo de vida da planta. Fadin et al. (2019) também
nao observou alteracées na espessura da folha de outro biétipo de B. densiflora DC.
devido a mudanca nos estadios fenologicos da planta. Contudo, ao analisar a
espessura do mesdfilo foliar, observou-se uma variacao significativa em relacdo ao
estadio fenolégico das plantas, indicando um aumento nessa espessura a medida que
a planta avanca o seu estadio fenoldgico. Plantas geralmente podem aumentar a
atividade fotossintética através do espessamento do mesofilo foliar a fim de fornecer
mais espaco para o0s cloroplastos, contribuindo para uma maior eficiéncia
fotossintética (TOSENS et al.,, 20212; FERNANDEZ et al., 2014). Essa adaptacao
pode ser observada em alguns estadios fenoldgicos, como floragcdo, devido a maior
demanda por fotoassimilados para alocarem nas estruturas reprodutivas (MARCHI et

al., 2008; CARRIQUI et al., 2021). Consequentemente, 0 aumento na espessura do
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mesofilo foliar do bidtipo de B. densiflora DC. estudado durante o florescimento pode
ser uma estratégia para elevar sua eficiéncia fotossintética para atender a maior
demanda energética.

A espessura da epiderme adaxial e abaxial demonstraram ser sensivel ao
estadio fenolégico, aumentando significativamente sua espessura no florescimento
em comparacao com os demais estadios. Essa observacado pode estar relacionada a
adaptacdes fisiologicas associadas ao processo de regulacdo da perda de agua da
planta ao longo do seu desenvolvimento (BACCIN et al, 2019). Algumas plantas
mostram uma estreita relacdo entre a espessura da epiderme adaxial e abaxial e
reducdes na perda de agua pela transicdo em condi¢cdes de limitagdes hidricas
(BOEGER; WISNIEWSKI, 2003; OLIVEIRA et al., 2018). Por exemplo, folhas de
tangerinas Fremont e Murcott apresentam maior espessura na epiderme, o que
reduziu a transpiracdo e otimizou o uso da alta radiacdo incidente em condi¢des
xéricas comparado a outros genotipos. Outro estudo demostrou que o estresse hidrico
resultou em um aumento significativo na espessura da epiderme foliar plantas de
aveia (Avena sativa L.), sugerindo uma possivel adaptacao das plantas a condicéo de
restricdo hidrica (SHEHZADI et al., 2019). Apesar das plantas de B. densiflora DC.
estarem submetidas a irrigacdo constante, alguns eventos de limitacdo hidrica,
desencadeados pela maior demanda na fase de florescimento, podem ter estimulado
0 espessamento das epidermes durante a fase de florescimento, limitando a perda de
agua por transpiracao.

A relacdo quantidade de cera cuticular/area foliar também foi determinada nas
plantas de B. densiflora DC. nos diferentes estadios. No entanto, ndo houve diferencas
para essa relacdo nos diferentes estadios de desenvolvimento da B. densiflora DC.
(Figura 1E). Comportamento similar também foi observado por Fadin et al. (2019) ao
avaliar a espessura da cuticula de plantas de B. densiflora DC. em diferentes estadios
fenologicos. A quantidade de cera cuticular acumulada nas folhas € um parametro
altamente dependente das condi¢des as quais a planta € submetida. Por exemplo, o
estresse hidrico é um fator capaz de elevar a quantidade de cera nas folhas a fim de
reduzir as perdas de agua pela epiderme foliar, permitindo as plantas maior tolerancia
a condicdo de baixa disponibilidade hidrica no solo (HATTERMAN-VALENTI et al.,
2006). No entanto, algumas plantas podem acumular mais cera nas folhas devido ao
avanco do estadio de desenvolvimento, tais como observado para Camellia sinensis
(CHEN et al., 2021) e trigo (CASTORINA et al., 2020). Para as plantas de B. densiflora
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DC., o estéadio de desenvolvimento ndo foi um fator capaz de alterar a quantidade de
cera acumulada nas folhas. Plantas de Cenostigma pyramidale também néo tiveram
a quantidade de cera devido ao avanco de seu estadio fenologico (RIBEIRO et al.,
2021). A auséncia de condic¢des de estresse durante a conducdo do experimento pode
nao ter afetado a sintese e acumulo de cera nas folhas, uma vez que, condi¢cBes de
estresse sdo o principal fator associado ao acumulo de cera cuticular nas folhas das
plantas (LEWANDOWSKA et al., 2020; ZHANG et al., 2023; YAO et al., 2023).

A composicao da cera cuticular das folhas de B. densiflora DC. apresentaram
uma maior frequéncia de acidos graxos saturados e apenas um composto fendlico
(Tabela 1). Além disso, a andlise da composicdo da cera cuticular de B. densiflora
DC. ao longo dos estagios fenoldgicos revelou alteragdes significativas na proporgéao
e tipos dos compostos identificados. Nos estagios de 2, 4 e 6-8 pares de folhas foram
identificados cinco compostos, enquanto que no florescimento foi observado a
presenca de sete compostos (Tabela 1). No estagio inicial de "2 pares de folhas", o
composto majoritario foi o phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) (42,83%), seguido por
hexadecanoico (28,58%). Os compostos tricosano e heptacosano também foram
identificados, representando 2,83% e 1,18%, respectivamente, do total extraido,

enquanto decosano nao foi detectado nesse estagio.

Tabela 1. Composicdo quimica de ceras epicuticulares de Borreria densiflora DC. em

diferentes estadios de desenvolvimento.

Composicao cera epicuticular de Borreria densiflora

0,

Tempo DC. (%)

Composto* FOfm.u la retencao Estadio fenoldgico
guimica
(min.) 2 pares 4 pares 6-8 pares Florescimento
de folhas de folhas de folhas

Hexadecanoico Ci16H320:2 16,08 28,58 27,50 23,53 17,84
Decosano Ca2Hus - 1,00 4,03 5,20
Phenol 2,4-bis(1,1-
dimethylethyl) Ci17H300 42,83 43,47 51,69 54,70
Tricosano Ca3Hs02 2,83 - - -
Heptacosano C27Hs602 1,18 - - -

Octadecanoico Ci1s8H3402 24,58 26,56 19,55 17,85
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Eicosano CooHa2 - - - 2,19
Heneicosano C21Haa - 1,47 1,20 1,14
Heptadecano Ca7Hss - - - 1,08
Total =100 =100 =100 =100
N.° Compostos identificados 05 05 05 07

1Foram considerados apenas compostos com mais de 1% na composicdo quimicas

das ceras epicuticulares.

No estagio de 4 pares de folhas, o hexadecanoico reduziu para 27,5%,
enquanto o phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) manteve como composto predominante,
aumentando para 43,47%. O decosano e heneicosano foram detectados nesse
estadio, com 1,00 e 1,47% do total extraido. O octadecanoico continuou com uma
contribuicdo notavel equivalente a 26,56%. Quando as plantas de B. densiflora
alcancaram 6-8 pares de folhas, a quantidade phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) e
decosano aumentou para 51,69% e 4,03%, respectivamente, em relacdo ao total dos
compostos extraidos na cera. Por outro lado, o hexadecanoico e octadecanoico
reduziram para 23,53 e 19,55%. O composto heneicosano nao demostrou
significativas alteracdes nesse estadio em relacéo ao anterior (Tabela 1).

Durante o florescimento, hexadecanoico e octadecanoico demostraram uma
nova reducao para 17,84 e 17,85%, enquanto que o phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)
e decosano continuaram aumentando sua participacdo na composicdo da cera,
alcancando 54,7 e 5,2% respectivamente (Tabela 1). Novamente, o composto
heneicosano ndo mostrou alteracdes significativas em relacao ao estadio anterior. No
entanto, no florescimento foram detectados dois novos compostos ainda nao
evidenciados nos estagios anteriores, o heicosano e heptadecano, com 2,19 e 1,08%
do total de compostos extraidos a partir da cera cuticular de B. densiflora DC.

Apesar das condicbes ambientais e estresses bidticos serem comumente
reportados na literatura como fatores chaves para mudanca da composi¢ao da cera
cuticular nas folhas (BUSCHHAUS e JETTER et al., 2011; BATSALE et al., 2021), as
mudancas no estadio fenolégico da planta também podem influenciar essa
composicdo. Para B. densiflora DC., a mudanca nos estagios também promoveu
alteracdes na composicéo da cera. As plantas de B. densiflora DC. ao alcancarem a

fase de florescimento exibiram uma maior variacdo de compostos com proporgao
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acima de 1% da composicdo, superando as fases vegetativas que demostraram
apenas cinco. Essas mudancas devidas as alteracdes no estadio fenoldgico ja foram
observadas em outras espécies de plantas. Por exemplo, em Clusia rosea, a cera
cuticular é renovada durante a ontogenia foliar, com diferencas na composi¢éo da cera
entre os lados das folhas e uma preferéncia por alcanos de cadeia mais longa no lado
abaxial (JIRI et al., 2022). Nas folhas de Arabidopsis thaliana, a composicéo da cera
muda da dominancia de acidos graxos para a dominancia de alcanos a medida que
as folhas se desenvolvem, mediada pela expressdo da enzima elongase CERG6
(BUSTA et al., 2017).

Entre as alteracbes da composicéo da cera de B. densiflora DC. ao alcancar o
florescimento, o aumento dos teores de decosano, detec¢cdo dos compostos eicosano
e heptadecano e a reducado nos teores de hexadecanoico e octadecanoico foram as
mais significativas. Essas alteracdes sugerem uma adaptacao da planta para reduzir
a perda de agua via transpiracdo. O aumento nos teores de alcanos na cera cuticular
das folhas é uma estratégia frequentemente correlacionada a capacidade das plantas
em perder menos agua a atmosfera (BOURDENX et al., 2011; LI et al., 2020;
RAHMAN et al., 2020). Por exemplo, plantas do deserto, como Z. xanthoxylum e
Ammopiptanthus mongolicus, acumulam grandes quantidades de cera cuticular,
particularmente o alcano C31, que ajuda a reduzir a permeabilidade cuticular e a
resistir aos estressores abioticos (HU et al., 2023). No tabaco arboéreo, os alcanos sao
essenciais durante as respostas a seca, pois permitem que as plantas selem sua
cuticula ap6s o fechamento estomatico, reduzindo a morte das folhas e facilitando
uma rapida recuperacdo (BOAZ et al., 2022). Algumas gramineas C3 demostraram a
capacidade de acumular n-alcanos na cera cuticular, mesmo apdés a maturacao
completa das folhas (GAMARRA et al., 2017), indicando que esse processo pode
estar presente também em B. densiflora DC. Provavelmente, o aumento na
guantidade de alcanos na cera cuticular das folhas de B. densiflora DC. € um caminho
para que a planta reduza a quantidade de agua transpirada decorrente da maior area
foliar no florescimento comparado aos demais estadios.

O phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) foi o principal componente da cera cuticular
das folhas de B. densiflora DC. em todas os estagios fenoldgicos da planta,
aumentando substancialmente sua a quantidade relativa durante o florescimento.
Esse fenol € um composto encontrado em varios organismos, incluindo bactérias,

fungos, plantas e animais. E um metabdlito secundério comum com potente toxicidade
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contra organismos testadores, incluindo os préprios produtores a depender de sua
concentragédo (ZHAO et al., 2020). Nas plantas. o fenol, 2,4-bis (1,1-dimetiletil) tem
multiplas funcbes reportadas na literatura. Por exemplo, esse composto exibiu uma
atividade antifangica ao inibir o crescimento de fitopatdgenos fungicos, como
Pithomyces atro-olivaceous (Thangarasu et al 2021) e Phytophthora cinnamomi
(Romero-Correa et al., 2014). Além disso, o fenol, 2,4-bis (1,1-dimetiletil) demonstrou
ter propriedades herbicidas, reduzindo o peso fresco do broto de ervas daninhas
gramineas e de folha larga (Tse et al., 2015; Halim et al., 2017). O mecanismo de a¢éo
exato do fenol, 2,4-bis (1,1-dimetiletil) nas plantas ndo é totalmente compreendido e
nenhuma correlagcéo entre os estagios fenoldgicos das plantas e seu papel na cera

cuticular, tal como observado nesse estudo, tem sido reportado na literatura.

5.2. Eficacia de controle e concentracdo de glyphosate e é&cido
aminometilfosfénico (AMPA) e sua correlacdo com as caracteristicas
anatémicas da folha

Os sintomas causados pela aplicacdo de glyphosate as plantas de B. densiflora
DC. em diferentes estadios fenologicos sdo mostrados na Figura 2. A eficacia de
controle do glyphosate para o bidtipo de B. densiflora DC. variou conforme a dose
aplicada e o estadio fenologico (Tabela 2). Para plantas com 2 pares de folhas, a dose
de 1.440 g e.a. ha™ proporcionou 21,7% de controle aos 7 dias, aumentando para
56,7% aos 14 dias e 71,7% aos 28 dias. Na dose de 2.880 g e.a. ha™, observou-se
um aumento significativo no controle, alcancando 86,7% aos 14 dias e atingindo o
maximo de 100% aos 28 dias. Com 4 pares de folhas, a dose de 1.440 g e.a. ha™
proporcionou um controle igual a 26,7, 36,7 e 63,3% aos 7, 14 e 28 dias,

respectivamente.

Tabela 2. Porcentagem de controle sobre B. densiflora DC. em diferentes estadios de
desenvolvimento aos 7, 14 e 28 dias ap0s a aplicacdo de glyphosate nas doses de
1.440 e 2.880 g e.a hat
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Dias apo6s a aplicacédo

Dias ap6s a aplicacédo

Dias ap6s a aplicacédo

7

14

28

Dose de glyphosate
(g de e.a ha?)

Dose de glyphosate
(g de e.a ha?)

Dose de glyphosate
(g de e.a ha?)

Estadio 1.440 2.880 1.440 2.880 1.440 2.880
2 pares de folhas 21,7 Aa 15,0 Ab 56,7 Ba 86,7 Aab 71,7 Ba 100,0 Aa
4 pares de folhas 26,7 Aa 18,3 Ab 36,7 Ab 83,3 Ab 63,3 Ba 95,0 Aa
6-8 pares de folhas 10,0 Bb 40,0 Aa 28,3 Bb 96,7 Aa 21,7Aab 85,0 Aa
Florescimento 2,5Ac 0,8 Ac 3,3 Ac 0,7 Ac 2,8 Ac 1,7 Ab
CV (%) 8.53 15.78 12.57

CV= coeficiente de variacdo; e.a.= equivalente acido. Letras minusculas (na coluna) e
maiusculas (na linha) diferem as médias dos tratamentos pelo teste Tukey p-valor <
0,05.

A aplicacao da dose de 2.880 g e.a. ha™ para o estadio de 4 pares de folhas
aumentou o controle, atingindo 18,3, 83,3 e 95,0% nos mesmos periodos. Para
plantas de B. densiflora DC. com 6-8 pares de folhas, a dose de 1.440 g e.a. ha™
resultou em 10,0% de controle aos 7 dias, aumentando para 28,3% aos 14 dias. Aos
28 dias, a eficacia de controle reduziu para 21,7%. A dose de 2.880 g e.a. ha™ permitiu
maior eficacia de controle comparado a menor dose, com 40,0% de controle aos 7
dias, 96,7% aos 14 dias e 85,0% aos 28 dias. No florescimento, a dose de 1.440 g
e.a. ha™ permitiu o controle apenas em niveis de 2,5%, 3,3 e 2,83% aos 7, 14 e 28
dias, respectivamente. Na dose de 2.880 g e.a. ha™, o controle foi pouco alterado,
sem diferencas significativas com a menor dose, alcancando 0,8%, 0,7% e 1,7% nos
mesmos periodos.

De maneira geral, a aplicacéo e glyphosate na dose equivalente a 2.880 g e.a.
ha™ foi eficiente para o controle de B. densiflora DC. nos estadios iniciais de
desenvolvimento, proporcionando uma eficacia acima de 80% para plantas com até
6-8 pares de folhas. No entanto, no florescimento, as plantas de B. densiflora DC.
demostraram alta tolerancia ao glyphosate, independente da dose, ndo exibindo

nenhum sintoma visivel devido a aplicacdo do herbicida (Figura 2).
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1.440 2.880

2 pares de folhas

4 pares de folhas

6-8 pares de folhas

Florescimento

Figura 2- Intoxicag&o de B. densiflora DC. em diferentes estadios de desenvolvimento
aos 28 dias apos a aplicacao de glyphosate apds a aplicacéo de glyphosate nas doses
de 1.440 e 2.880 g e.a. ha-1.

Esse resultado sugere que o glyphosate demonstrou ser eficaz no controle de
B. densiflora DC., mas a eficacia pode variar dependendo do estagio de crescimento.

Para estadios de desenvolvimento mais avancados, o uso de glyphosate
misturado com outros herbicidas, como carfentrazona, flumioxazina e saflufenacil,
permitiu um controle eficaz de B. densiflora DC. (ALBRECHT et al., 2023). Uma
guestdo importante para o manejo de B. densiflora DC. pode ser a associacdo de
outros métodos nao-quimicos de controle, como por exemplo a presenca de palha
oriunda de plantas de cobertura. Segundo Castilho et al. (2021), a presenca de
cobertura morta de plantas de cobertura, independente da espécie, afetou
negativamente o surgimento plantulas de B. densiflora DC., retardando e até
impedindo que a germinacdo dessa espécie. Estratégias que inibam ou retardam a
germinacao de plantas de B. densiflora DC. podem auxiliar durante o0 manejo dessa
espécie por dois caminhos. Primeiro, a planta daninha tem sua habilidade competitiva
reduzida comparado a cultura, favorecendo o controle cultural. Em segundo, a
germinacdo mais lenta das plantas de B. densiflora DC. pode favorecer o controle

guimico, uma vez que, como observado nesse trabalho, os estagios fenoldgicos
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iniciais dessa espécie sdo mais susceptiveis ao herbicida glyphosate comparado a
estadios mais avangados.

O AMPA néo foi quantificado nas amostras. Alguns fatos ja evidenciados na
literatura podem explicar esse resultado. O AMPA, o principal metabdlito do glifosato,
ndo € detectado nos tecidos vegetais em algumas situacdes devido a varios fatores,
incluindo a persisténcia e mobilidade do glifosato, as condicdes ambientais e as
espécies vegetais especificas envolvidas. A formacao de complexos insollveis com
ions metalicos pode reduzir a conversao do glifosato em AMPA em certas condicdes
(Botten et a., 2021), limitando a concentracdo de AMPA nos tecidos. Além disso,
plantas daninhas ja& demostraram a capacidade de converter o AMPA em compostos
menos téxicos através de enzimas especificas, reduzindo sua persisténcia (Duke,
2021). Além disso, o0 AMPA pode ser translocado para as raizes, onde se acumula,
dificultando sua deteccdo em outras partes da planta (Pan et al., 2019). A conjugacéo
também detoxifica o AMPA, formando conjugados menos toxicos que sao
armazenados nas células (Gaines et al., 2-19). Finalmente, a exsudacao radicular
libera AMPA no solo, onde € degradado por microrganismos (Viti et al., 2019).

Para o glyphosate, os resultados da analise da concentracdo de glyphosate por
peso de parte aérea (ug kg-t) em diferentes estagios fenolégicos da B. densiflora DC.
submetidos a duas doses distintas do herbicida, revelam padrées distintos de

absorcao e redistribuicdo do herbicida ao longo das épocas de avaliacao (Figura 3).
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Figura 3- Concentracdo de glyphosate (ug kg-1) na parte aérea de B. densiflora DC.
em diferentes estadios de desenvolvimento apés 24, 48 e 72 horas da aplicacdo das
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doses de 1.440 e 2.880 g de e.a hal. Letras minUsculas diferem as médias referentes
aos estadios de desenvolvimento e letras mailusculas diferem as médias referentes a
dose aplicada pelo teste Tukey p-valor < 0,05.

Apds 24 horas da aplicacdo (HAP) de 1.440 g e.a. ha! glyphosate, as plantas
de B. densiflora DC. com 2 pares de folhas absorveram uma quantidade significativa
de glyphosate, resultando em uma maior concentracéo de herbicida (19,92 ug kg?)
comparado aos demais estadios. A medida que a planta avancou para o estadio de 4
pares de folhas, uma reducédo na quantidade absorvida foi observada, proporcionando
uma concentragdo de glyphosate na parte aérea igual a 11,30 ug kg?. Os estagios
subsequentes, 6-8 pares de folhas (12,83 ug kg?) e florescimento (14,57 ug kg), ndo
diferiram do estadio com 4 pares de folhas para concentracdo de glyphosate
mensurada na parte aérea. Na dose mais alta, 2.880 g e.a. ha! de glyphosate, a
absorcao do herbicida 24 HAP foi superior a menor dose para todas os estadios
fenologicos da B. densiflora DC. O estagio inicial de 2 pares de folhas demostrou a
maior concentracdo maxima de 46,39 ug kg! comparado aos demais estadios. O
estagio de 4 pares de folhas (36,50 ug kg*) mostrou a segunda maior concentragéo
de glyphosate quantificada na parte aérea, seguido pelos estadios de 6-8 pares de
folhas (23,29 ug kg?) e florescimento (22,04 ug kg?). Nesses dois ultimos estadios,
nao houve diferencas significativas entre eles.

Apés 48 e 72 horas da aplicacdo do glyphosate, um padrdo semelhante para a
concentracdo de glyphosate foi observado entre os estadios fenoldgicos e as doses
aplicadas (Figura 3). Primeiramente, ap6s 48 horas da aplicacédo de 1.440 g e.a. ha
de glyphosate, o estadio de 2 pares de folhas exibiu a maior concentracéo (12,14 ug
kg?). Os estadios de 4 e 6-8 folhas demostraram a segunda maior concentracdo de
glyphosate na parte aérea (6,83 e 6,07 ug kg, respectivamente). Para aplicacées de
2.880 g e.a. ha' de glyphosate, a maior concentracdo do herbicida também foi
observada no estadio de 2 pares de folhas (30,45 ug kgt), seguido pelo estadio de 4
pares de folhas (21,06 ug kg™) e 6-8 pares de folhas (12,10 ug kg™). No florescimento,
independente da dose aplicada, ndo foram detectadas a presenca do glyphosate 48
horas ap6s sua aplicacao.

Apés 72 horas da aplicacdo do glyphosate, ndo houve diferencas para as
concentragdes de glyphosate devido a dose aplicada do herbicida em nenhum estadio
fenolégico da B. densiflora DC. (Figura 3). Nessa época de avaliacdo, apenas

diferencas significativas entre os estagios foram observadas nas plantas. A maior
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concentracdo de glyphosate na parte aérea foi quantificada no estadio de 2 pares de
folhas (13,46 e 18,44 ug kgl, para as doses de 1.440 e 2.880 g e.a. ha-l,
respectivamente), seguida pelo estadio de 4 pares de folhas (9,77 e 12,50 ug kg') e
6-8 pares de folhas (5,27 e 7,83). Novamente, no estadio de florescimento ndo foram
detectadas a presenca do glyphosate, similar a observado apés 48 horas da aplicacéo
do herbicida.

A concentracao de glyphosate na parte aérea das plantas de B. densiflora DC.
foi reduzida horas ap6s a aplicacéo do herbicida para todas os estadios fenolégicos
da B. densiflora DC. e dose aplicada. No estadio de florescimento, tracos de
glyphosate ndo foram detectados a partir de 48 horas ap6s a aplicacdo do herbicida
(Figura 4). As reducdes médias na concentracéao de glyphosate entre os periodos de
24 a 72 horas foram iguais a 57 e 70% para doses aplicadas de 1440 e 2880 g e.a.

ha, respectivamente.
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Figura 4- Concentracdo de glyphosate (ug kg-1) na parte aérea de Borreria densiflora
24, 48 e 72 horas da aplicacéo das doses de 1.440 e 2.880 g de e.a. ha! de glyphosate
em plantas com diferentes estadios fenoldgicos. Letras minusculas diferem as médias
referentes aos intervalos de avaliacdo apds a aplicacdo dentro de cada estadio e dose
pelo teste Tukey p-valor < 0,05.

As diferencas para as concentragdes de glyphosate quantificadas na parte

aérea das plantas de B. densiflora DC. em ambas as doses de herbicida aplicado,
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revelam fatos importantes sobre a correlacdo entre a tolerancia dessa espécie ao
glyphosate e o estdgio de desenvolvimento da planta. A menor concentracdo de
glyphosate quantificada em estégios fenol6gicos mais avangados sugerem que a B.
densiflora DC. reduziu a quantidade de herbicida absorvido a partir das folhas. Fadin
et al. (2018) observou que um bi6tipo de B. densiflora DC. com baixa eficacia de
controle pelo glyphosate demostrou menor absor¢géo e translocagdo do herbicida.
Porém, esses mesmos autores ndo obtiveram evidéncias suficientes para
correlacionar o estadio fenolégico dessa espécie com a absorcéo e translocacao do
glyphosate ou a eficacia de controle. Nossos resultados indicam que essa correlacao
existe.

A menor absorcdo do glyphosate nas folhas é, de fato, um mecanismo de
tolerancia. Varios estudos mostraram que bidtipos resistentes ou tolerantes de
diferentes espécies de plantas daninhas exibiram absorcao reduzida de glyphosate
em comparagdo com biotipos suscetiveis. Por exemplo, no caso de Bromus
catharticus, a populacédo resistente apresentou menor retencédo foliar e absorcao
reduzida de glifosato em comparacdo com a populacao suscetivel (Yanniccari et al.,
2021). Da mesma forma, no caso do capim pé-de-galinha (Eleusine indica), o biotipo
resistente exibiu menor absorcéo e translocacao do glyphosate, o que foi atribuido a
menor densidade estomatica e a um diametro menor do floema (Melo et al., 2019).
Além disso, no caso do azevém rigido (Lolium rigidum), o biétipo resistente apresentou
reducdo na absorcdo e translocacdo do glifosato em comparacdo com o bidtipo
suscetivel (Ulguim et al., 2017). Para B. densiflora DC., a restricdo na absorcéo de
glyphosate durante o florescimento também demostrou ser um mecanismo de
tolerancia, permitindo que essa espécie tolerasse doses que sdo letais a ela em
estadios iniciais de desenvolvimento.

Além da absorcéo diferenciada do glyphosate devido ao avanco do estadio
fenoldgico, B. densiflora DC. também demostrou ser capaz de metabolizar parte do
herbicida absorvido através das folhas. Esse fato pode ser observado ao verificar a
reducdo da concentracao do glyphosate no tecido da parte aérea ao longo das horas
apos sua aplicacdo. Esse comportamento € mais evidente na fase de florescimento,
onde a planta reduziu a quantidade de glyphosate para niveis ndo-detectaveis pela
cromatografia. No entanto, essa capacidade em reduzir as concentracbes de

glyphosate horas apdés a aplicacdo foi evidenciada em todos os estagios fenolégicos.
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O mecanismo mais frequentemente observado de resisténcia ou tolerancia de
plantas daninhas ao glyphosate em estudos ja publicados parece envolver mutacdes
ou superexpressées no gene EPSPs, que é o local alvo primario do herbicida
(SAMMONS; GAINES et al., 2014). A mutacdo confere a planta a capacidade de
contornar a inibicdo causada pelo glyphosate, enquanto a superexpressao permite a
planta manter a sintese de aminoacidos em niveis satisfatérios para evitar o colapso
da planta. Em ambos os casos, ha a sobrevivéncia e reproducdo dos biétipos
resistentes mesmo na presenca do herbicida (BYKER et al., 2022; PALMA-
BAUTISTAET al., 2023; DENG et al.,, 2023). Por outro lado, os estudos que
identificaram a capacidade de metabolizar rapidamente o glyphosate como
mecanismo de resisténcia ou tolerancia séo raros. Um exemplo foi reportado para a
Echinochloa colona. Nessa espécie, duas aldo-ceto redutases homologas (AKRS),
AKR4C16 e AKR4C17, contribuiram para a resisténcia da E. colona ao glifosato,
degradando 70% do glyphosate absorvido (LI et al., 2022). Para B. densiflora DC.
além da menor absorcéo do glyphosate no florescimento, a capacidade da espécie
em metabolizar rapidamente o herbicida absorvido até 48 horas apds sua aplicacao
resultou na auséncia de sintomas visiveis de intoxicacdo, bem como o baixissimo
indice de controle dessa espécie. Esse comportamento ocorreu independente da dose
aplicada, suportando a hipétese que tanto mecanismos anatémicos como metabdlicos
estédo envolvidos na capacidade da B. densiflora DC. em tolerar doses de glyphosate
recomendadas em bulas de produtos comerciais.

A andlise de correlacdo de Person entre as caracteristicas anatbmicas das
folhas, os compostos identificados na cera, a concentracdo de glyphosate na parte
aérea e o nivel de controle obtidos nas plantas de B. densiflora DC. em diferentes
estadios fenoldgicos demostrou algumas relacdes importantes entre alguns desses
componentes (Figura 5). A correlacdo entre a concentracdo de glyphosate
determinada na parte aérea 72 horas ap0s sua aplicacéo e o controle das plantas foi
moderada e positiva para dose de 1440 g e.a. ha (0.67) e forte e positiva para dose
de 2880 g e.a. ha' (0.88). Esse resultado sugere que a quantidade de glyphosate
absorvida pelas folhas de B. densiflora DC. determina a eficacia de controle dessa
espécie por esse herbicida.

Para dose de 1440 g e.a. hal, houve forte correlacdo negativa entre a
concentragao de glyphosate determinada na parte aérea 72 horas apoés a aplicacéo e
a quantidade de decosano (-0,96) e phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) (0,94)
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guantificadas na cera das plantas de B. densiflora DC.(Figura 5A). Na dose de 2880
g e.a. ha'l, essa correlagdo se manteve forte e negativa entre a concentragdo de
glyphosate e a quantidade de decosano (-0,94) e phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)
(0,92) (Figura 5B).

A cera cuticular das plantas daninhas afeta diretamente a performance de
herbicidas aplicados em pds-emergéncia. A reducdo na performance dos herbicidas
muitas vezes esta associada a maior dificuldade do herbicida em penetrar através
camada cerosa em condi¢cdes de maior espessura desse componente, atuando como
uma barreira a passagem do herbicida até a epiderme (ARAND et al., 2018, TREZZI
et al., 2020). No entanto, para a B. densiflora DC. esse mecanismo nao demostrou
correlacdo com a eficacia do glyphosate uma vez que a quantidade de cera nas folhas
nao foi alterada devido ao estadio fenoldgico das plantas. Por outro lado, a alteragcéo
na composicao da cera parece estar envolvida na capacidade da B. densiflora DC. em
absorver menores concentracdes de glyphosate uma vez que houve correlacdes
significativas com alguns compostos detectados na cera cuticular.

Uma das mudancas mais notaveis na composicdo da cera cuticular da B.
densiflora DC. entre os estadios fenoldgicos de 2 pares de folhas ao florescimento foi
0 aumento na quantidade de alcanos e reducéo da quantidade de acidos carboxilicos.
Ou seja, a cera cuticular da B. densiflora DC. no florescimento tinha maior lipofilicidade
em relacdo aos demais estadios. Essa mudanca provavelmente reduziu a penetracao
do glyphosate através da camada cerosa da cuticula devido a caracteristica hidrofilica
desse herbicida e do veiculo usado para pulverizacdo, no caso a agua. A maior
lipofilicidade da superficie foliar repele mais intensamente as gotas pulverizadas sobre
a folha, dificultando a chegada do herbicida diluido na gota até a epiderme para
completa absorcédo (HU et al., 2020; da SILVA SANTOS et al., 2021).
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Figura 5- Correlacdo entre os parametros foliares, componentes da cera cuticular,
concentracdo de glyphosate e a porcentagem de controle sobre plantas de B.
densiflora DC. aos 28 dias ap6és a aplicacdo de 1.440 (A) e 2.880 g e.a ha* (B).

Outra mudanca na cera cuticular observada nas plantas de B. densiflora DC.
durante o florescimento foi a maior quantidade de phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl).
N&o existem relatos na literatura sobre a acdo antagonista desse composto sobre a
acdo de herbicidas. No entanto, 0 aumento na quantidade desse composto na cera
das plantas de B. densiflora DC. durante o florescimento pode ter reduzido a absorcéo
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de glyphosate através da folha. Alguns compostos extraidos de ceras cuticulares de
folhas foram capazes de adsorver alguns herbicidas. Por exemplo, a estrutura alifatica
presente nas ceras fornece dominio de sor¢do hidrofébico inespecifico e locais de
adsorcéo especificos para herbicidas pertencente ao grupo das triazinas (SHECHTER
et al., 2006). Para o glyphosate, a ligacdo especifica com regiées do phenol 2,4-
bis(1,1-dimethylethyl) pode ser um fato a ser considerado como possivel caminho para
adsorcao desse herbicida na cera da B. densiflora DC. Um estudo reportou que a
formacado de complexos dinucleares de Zn(ll) em poliaminofendis permitiu a adsorcao
do glyphosate e AMPA por meio de interacdes idnicas (CONTI et al., 2021).
Possivelmente, a regido trimetilsilanolato do phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) pode
estabelecer interacbes ibnicas com o glyphosate, similar ao observado para os
complexos Zn(ll)- poliaminofenadis, permitindo sua adsorcao a cera.

Outro fendmeno ja reportado pela literatura estd associado a capacidade de
determinados compostos das ceras cuticulares em alterar a taxa de degradacao ou
transformacao de herbicidas. Por exemplo, o isoproturon mostrou uma degradacao
mais lenta nas superficies de cutina em comparacdo com as superficies de vidro,
possivelmente devido ao efeito de extingdo do material de cutina (CHOUDHURY,
2017). Por outro lado, a fotoestabilidade da mesotriona foi significativamente afetada
pela formulacdo e pela cera cuticular, com a mesotriona formulada passando por
fototransformacdo em uma taxa mais rapida em filmes de cera (LAVIEILLE et al.,
2009). Além disso, a sulcotriona sofreu fotdlise acelerada em filmes de cera cuticular,
com o fotoproduto sendo um derivado do croménio (TER HALLE et al., 2006). Diante
dessas evidéncias, é plausivel propor que o phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) também
pode atuar acelerando a degradacéo do glyphosate durante o florescimento, fase na
gual foi quantificada uma maior quantidade desse fenol.

Na dose de 1440 g e.a. ha-1, também houve fortes correlacdes negativas entre
a concentracao de glyphosate determinada na parte aérea 72 horas apdés a aplicacao
e a espessura da epiderme adaxial (-0,71) e abaxial (0,76) das folhas de B. densiflora
DC. (Figura 1A). Correlacbes negativas moderadas foram observadas nessa dose
entre a concentracdo de glyphosate e a espessura das folhas (-0,63) e parénquima (-
0,65) (Figura 5A). Para a dose de 2880 g e.a. ha-1, uma forte correlacdo negativa foi
observada apenas entre a concentracdo de glyphosate e a espessura da epiderme

abaxial (-0,78). Moderadas correlagcbes negativas foram detectadas entre a
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concentragédo de glyphosate e a espessura da folhas (-0,68), parénquima (-0,60) e
epiderme adaxial (-0,62) (Figura 5B).

A espessura da epiderme adaxial e abaxial também podem ter proporcionado
a menor absorgao do glyphosate nas plantas de B. densiflora DC. no florescimento,
resultado nas correlagbes negativas observadas entre esses componentes e a
concentracao desse herbicida no tecido da parte aérea. Diferengas na superficie foliar
e na estrutura interna, como a presenca de tricomas e a espessura da epiderme,
podem influenciar a suscetibilidade das plantas aos herbicidas (CHAPETA et al.,
2023). Por exemplo, plantas com maior densidade de tricomas podem impedir que
herbicidas atinjam a superficie da folha, resultando em absorgao reduzida (BOZIC et
al., 2020). Consequentemente, a espessura da epiderme, principalmente a adaxial
devido a maior deposicao de gotas de pulverizacdo, podem ter oferecido uma maior
resisténcia a difusdo da calda contendo glyphosate até o mesofilo das folhas de B.
densiflora DC., contribuido para menor penetracdo desse herbicida em plantas em
florescimento.

A analise de correlacdo destacou a complexidade das interacbes entre 0s
componentes da cera e parametros anatdbmicos, mostrando que o0 aumento na
lipofilicidade da cera cuticular durante o florescimento e a espessura da epiderme tém
impactos significativos na absorcdo do herbicida. Compreender esses mecanismos
especificos é crucial para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes,
uma vez que evidenciam a importancia critica dos compostos especificos da cera
cuticular na regulacdo da absorcdo do glyphosate por B. densiflora DC. Essas
descobertas fornecem uma base sélida para aprimorar abordagens de controle
visando superar a resisténcia e a capacidade de adaptacédo dessa planta daninha em
diferentes fases de seu ciclo de vida.

Plantas de B. spinosa, quando florescidas, demonstraram incapacidade de
absorver o glyphosate, destacando um desafio significativo no controle dessa espécie.
Adicionalmente, é importante considerar que condi¢des de estresse térmico, luminoso
e hidrico, que ndo foram abordadas no presente estudo, podem agravar ainda mais
essa limitacdo na absorcao do herbicida. Sob tais condi¢cbes adversas, a composi¢cao
da cera cuticular das plantas pode se tornar ainda mais lipofilica como uma adaptacéo
para evitar a perda de &agua, o que, consequentemente, dificulta ainda mais a
penetracdo do glyphosate. Essas condicbes de estresse s&o frequentemente

observadas ap6s a entressafra do milho, periodo durante o qual plantas de B. spinosa
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nao controladas podem sobreviver e modificar a composi¢cdo de sua cera cuticular,

tornando-se ainda mais resistentes a aplicagédo do herbicida.
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6. CONCLUSOES

Mudancas anatbmicas e na composi¢cao da cera cuticular de B. densiflora DC.
ocorre ao longo de seus estadios fenolégicos. Uma maior espessura do mesdéfilo foliar
e variagcbes nas espessuras das epidermes adaxial e abaxial ocorrem no
florescimento.

Em relacdo a eficacia do herbicida glyphosate, ele é eficaz durante os estagios
vegetativos com doses de 1.440 e 2.880 g e.a. ha-!, mas a planta mostra alta
tolerancia ao herbicida durante o florescimento, independentemente da dose aplicada.

O AMPA néo foi detectado nos tecidos da parte aérea das plantas em nenhum
estadio fenoldgico. Para o glyphosate, concentracdées menores sédo observadas no
tecido da parte aérea da B. densiflora DC. quando essa espécie alcanca a fase de
florescimento em relacdo aos demais estadios fenolégicos.

Além disso, a composicao da cera cuticular de B. densiflora DC. muda ao longo
dos estadios fenoldgicos, afetando diretamente a absorcéo do glyphosate. Durante o
florescimento, ha um aumento de compostos lipofilicos que reduzem a absorcdo do
herbicida, enquanto alguns compostos menos lipofilicos diminuem. A quantidade de
phenol 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) na cera cuticular também aumenta, embora sua
relacdo com a eficacia do glyphosate ainda ndo seja clara sugerindo possiveis
mecanismos de adsorcdo ou metabolizacdo promovidos por esse fenol.

Esses resultados destacam a necessidade de estratégias de manejo
diferenciadas para controlar B. densiflora DC., considerando suas adaptacdes

especificas em cada estagio fenoldgico.
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ANEXOS

2 pares de folhas 4 pares de folhas

6-8 pares de folhas Florescimento

eoc e

Anexo 1. Cortes anatdomicos de folhas de Borreria densiflora DC. em diferentes
estadios de desenvolvimento. *Setas vermelhas indicam a presenca de tricomas na
epiderme foliar.



