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RESUMO

FERREIRA, Evander Alves, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2005.
ANATOMIA, MICROMORFOLOGIA E SENSIBILIDADE A HERBICIDAS EM
GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR. Orientadora: Marilia Contin Ventrella.

Conselheiros: Antonio Alberto da Silva e Marcio Henrique Pereira Barbosa.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a sensibilidade a mistura de herbicidas
trifloxysulfuron-sodium + ametryn nos cultivares e clones de cana-de-agucar SP80-
1842, SP79-1011, SP81-3250, SP80-1816, RB855113, RB835486, RB845210,
RB867515, RB928064, RB72454, RB855536, RB947643, RB855002, RB957712 e
RB957689 e a caracterizagdo anatomica, quimica ¢ micromorfologica dos cultivares
RB855113, SP80-1842, SP80-1816, RB867515 e do clone RB957689 visando melhor
entendimento sobre as barreiras que cada material impde a penetragdo de herbicidas. O
trabalho foi dividido em duas partes. A primeira parte dividida em dois ensaios. No
ensaio 1, a mistura herbicida foi aplicada em dose tinica de 2,00 kg ha™ sobre todos os
cultivares e clones, enquanto no ensaio 2, esta foi aplicada nas doses de 1,00; 2,00; e
6,00 kg ha™ sobre os cultivares RB855113 ¢ RB867515. Em ambos os ensaios, a partir
da aplicagdo do herbicida, em intervalos semanais, foram feitas avaliagdes do indice de
toxidez (% de fitotoxicidade) e, por ocasido da colheita, realizada aos 45 DAT (dias
apos a aplicagdo dos tratamentos), avaliou-se, ainda, a biomassa seca da parte aérea dos
11 cultivares e dos quatro clones. As varidveis altura da planta, nimero de folhas, area
foliar e biomassa seca da parte aérea ¢ do caule foram avaliadas apenas no segundo
ensaio. Na segunda parte do trabalho, as primeiras folhas com ligula totalmente visivel
foram coletadas de cinco plantas de cada cultivar e clone. Das folhas de cada repeti¢ao
foi obtida uma amostra da regido central, com aproximadamente lcm’, as quais foram
utilizadas em estudos anatomicos em microscopia de luz e eletronica de varredura.
Foram determinadas as seguintes caracteristicas anatdmicas: area da epiderme adaxial e
abaxial; area do mesofilo; area das células buliformes; area dos feixes vasculares; area
das células da bainha; area ocupada por fibras, area do xilema e area do floema. Esses
dados foram transformados em porcentagem em relagdo a area total. Determinou-se,
também, a densidade de tricomas, a densidade de estomatos, o comprimento do ostiolo,

a espessura da epiderme, o perimetro da parede periclinal externa das células
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buliformes, a espessura da parede periclinal externa das células buliformes e das células
epidérmicas comuns nas faces adaxial e abaxial. Também foram coletadas folhas para a
avaliacdo da composi¢do quimica da cera epicuticular. O cultivar RB855113 apresentou
alta sensibilidade a mistura herbicida; os cultivares e clones SP80-1842, SP80-1816,
SP79-1011 e RB957689 apresentaram sensibilidade média; e os demais clones
mostraram boa tolerancia a esse produto. Para o cultivar RB855113, o maior indice de
toxidez foi observado no periodo de 20 a 27 DAT. Nesse periodo observou-se reducao
da altura da planta, do nimero de folhas, da area foliar e da biomassa seca da parte
aérea e do caule com o aumento das doses do produto. Considerando as caracteristicas
anatomicas, o cultivar RB855113 apresentou diferencas relevantes em relagdo aos
demais cultivares avaliados, como, maior propor¢do de células buliformes, chegando a
ser o tecido que ocorre em maior quantidade na se¢@o transversal da lamina foliar desse
cultivar, maior densidade de estomatos e de tricomas em ambas as faces, epiderme
menos espessa na face adaxial e estdbmatos com maiores ostiolos nas duas faces. O
cultivar RB855113 apresentou composi¢cdo quimica da cera epicuticular com polaridade
intermediaria, porém menos polar que a cera do cultivar RB867515. Na andlise
micromorfologica ndo foi observada diferenca relevante entre os materiais. De todas as
caracteristicas avaliadas, as anatomicas definiram as principais diferengas entre os

cultivares.
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ABSTRACT

FERREIRA, Evander Alves, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February of 2005.
ANATOMY, MICROMORPHOLOGY AND  SUSCEPTIBILITY TO
HERBICIDE IN SUGARCANE GENOTYPES. Advisor: Marilia Contin Ventrella.

Committee Members: Antdnio Alberto da Silva e Marcio Henrique Pereira Barbosa.

This work was carried out in order to evaluate the susceptibility to
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn herbicide on the cultivars and clones of sugarcane
SP80-1842, SP79-1011, SP81-3250, SP80-1816, RB855113, RB835486, RB845210,
RB867515, RB928064, RB72454, RB855536, RB947643, RB855002, RB957712 and
RB957689, and the anatomical, chemical and Micromorphological characterization of
RB855113, SP80-1842, SP80-1816, RB867515 cultivars and RB957689 clone, to
understand better the barriers each material imposes upon herbicide penetration. The
first part of the work was divided in two assays. In assay 1, the herbicide was applied in
one rate 2.00 kg ha™' in all cultivars and clones, while in assay 2, the rates were 1.00,
2.00 and 6.00 kg ha™ on the cultivars RB855113 and RB867515. In both assays, it was
evaluated the toxicity index from weekly herbicide application and the dry biomass of
shoot from harvest, after 45 days after treatment application. Plant height, leaf number,
foliar area and dry biomass of shoot and stem were evaluated only in the second assay.
On the second part of the work, the first leaves with ligule totally visible were taken
from five plants of each cultivar and clone. One sample, with approximately 1 cm®, was
taken at central portion of the leaves in each replication, to do anatomical studies by
using light and scanning-electron microscopes. It was determined the areas of: adaxial
and abaxial epiderm, mesophyll, bulliform cells, vascular bundles, sheath cells,
occupied by fibers, xylem and phloem, and the data obtained was transformed in
percentage related to total area. It was also determined trichome density, stomatic
density, ostiole length, epiderm thickness, perimeter of external wall of bulliform cells,
periclinal external wall thickness upon bulliform and epidermic cells on abaxial and
adaxial sides. Leaves were also used to evaluate chemical content of epicuticular wax.
The cultivar RB855113 showed high susceptibility to herbicide; the cultivars and clones
SP80-1842, SP80-1816, SP79-1011 and RB957689 showed medium susceptibility and
the other clones showed good tolerance to the product. At 20 t0 27 days after treatment



application, it was observed to the cultivar RB855113, the highest toxicity index, and
reduction on plant height, leaf number, foliar area and dry biomass of shoot and stem,
with an increase on the rate of the product. This cultivar showed relevant differences in
relation to the other cultivars like higher proportion of bulliform cells, higher density of
trichomes and stomata in both sides, smaller thickness of epiderm on adaxial side and
stomata with larger ostioles in the two sides. The chemical content of epicuticular wax
with intermediate polarity appeared in the cultivar RB855113, however, the polarity
was higher in the cultivar RB867515. In the micromorphological analysis, there was not
difference among cultivars. The anatomical characteristics defined the main differences

among them.

X1



1. INTRODUCAO GERAL

A cana-de-agucar (Saccharum sp.) foi introduzida no Brasil em 1553,
estabelecendo-se de forma definitiva nas regides Centro-Sul e Nordeste. O pais ¢
o maior produtor de cana-de-agticar do mundo, gerando mais de 355 milhdes de
toneladas por ano; cerca de 80% no Centro-Sul e 20% no Norte-Nordeste. E
também o maior exportador de actcar, com cerca de 6 milhdes de toneladas,
representando 20% do mercado internacional e, também, o maior produtor e
consumidor de alcool do mundo (Ministério da Agricultura, 2005).

A cana-de-acucar utilizada hoje compreende espécies e hibridos do género
Saccharum L. Por centenas de anos, grande parte do aglicar era extraida de
variedades da espécie S. officinarum L., mas outras espécies do género tém sido
usadas na produgdo comercial do agtcar na India e na China (Stevenson, 1965).

Segundo Stevenson (1965), este género inclui outras espécies nao usadas
na obtenc¢do de agucar, como S. spontaneum L. ¢ S. robustum Jesw., que sdo
selvagens e ocorrem no sul da Asia no Arquipélago da Malasia e na Melanésia.
Estas espécies contém pouco ou nenhum agucar, mas t€m sido extensivamente
usadas por geneticistas, com grande sucesso em hibridagdo com S. officinarum
L., que resultam em cultivares comerciais atuais.

Os cultivares de cana-de-actcar apresentam respostas diferentes aos
herbicidas utilizados no controle de plantas daninhas, o que pode causar
problemas de fitotoxicidade, chegando a ocasionar perdas na produgdo. Deve-se
considerar também que uma variedade pode apresentar diferentes respostas,

dependendo do herbicida utilizado (Procépio et al., 2003).



O conhecimento dos mecanismos da penetragdo dos herbicidas, através
dos tecidos vegetais, ¢ de grande importancia para a melhoria da eficiéncia dos
produtos. Os herbicidas podem penetrar nas plantas pelas suas estruturas aéreas
(folhas, caules, flores e frutos) e subterrdneas (raizes, rizomas, estoloes,
tubérculos etc.), pelas sementes e, também, durante a germinagdo ¢ a emergeéncia,
pela radicula e pelo cauliculo (Silva et al., 2000). Contudo, sdo as folhas, o
principal 6rgdo das plantas envolvido na penetragdo de herbicidas aplicados em
pos-emergéncia (Procopio et al., 2003).

A quantidade do herbicida interceptado e retido nas folhas ¢ influenciada,
principalmente, pelas caracteristicas morfologicas das plantas, no entanto, sao as
caracteristicas anatOmicas que praticamente determinam a facilidade com que
esses produtos serdo absorvidos (Hess & Falk, 1990).

As folhas das plantas apresentam varios niveis de desenvolvimento de
tricomas e glandulas. Abutilon theophrasti, por exemplo, possui tricomas simples
e complexos, enquanto Chenopodium album possui alta densidade de tricomas
glandulares na epiderme da face adaxial, que podem deixar as células da
epiderme totalmente escondidas (Hess & Falk, 1990). Tricomas presentes na
superficie foliar podem interceptar gotas pulverizadas, impedindo que estas
alcancem a epiderme. Mesmo quando esses tricomas sdo simples e aparecem em
baixa densidade, ocorre a aderéncia de gotas sobre eles. A eficiéncia da absor¢ao
de herbicidas pelos tricomas e a translocag¢do destes para as células epidérmicas
sdo parcialmente conhecidas (Hess & Falk, 1990). De acordo com Hull (1970),

alguma absor¢do de produtos quimicos pode ocorrer via tricoma. Commelina



benghalensis, mais sensivel ao glyphosate em relagdio a Commelina difusa,
apresentou maior densidade de tricomas que a espécie mais tolerante (Santos et
al., 2002). Todavia, poucos autores afirmam ser os tricomas bom caminho para a
entrada de herbicidas nas folhas. De modo geral, parece existir relacdo negativa
entre a aderéncia dos herbicidas nos tricomas ¢ a eficacia desses produtos (Hess
& Falk, 1990).

Segundo Hess & Falk (1990), a maioria das plantas daninhas apresenta
estomatos sobre as superficies adaxial e abaxial (anfiestomaticas). Procopio et al.
(2003), analisando 40 espécies de plantas daninhas, constataram que 39 eram
anfiestomaticas e apenas uma hipoestomatica. Meyer et al. (1973), realizando
contagem do numero de estomatos em 39 espécies, observaram que 16 eram
anfiestomdticas e, as 23 restantes, hipoestomadticas. Esses autores também
acrescentaram que, nas anfiestomaticas, o numero de estdmatos na face adaxial
era, na maioria dos casos, inferior ao da face abaxial.

A cuticula cobre as paredes periclinais externas das células epidérmicas
formando um revestimento de natureza lipidica. A cuticula ¢ a principal via de
absorcao dos herbicidas, o que torna o seu conhecimento de importancia
fundamental nos estudos de absor¢ao de herbicidas (Procopio et al., 2003).

Esse revestimento, do interior para o exterior, sobre a parede celuldsica
primaria € constituido por; cuticula secundéria ou parede cutinizada (cuticula
mais parede), cuticula primaria ou cuticula propriamente dita, onde se encontram
as ceras embebidas e sobre o revestimento cuticular, na parte mais externa, a cera

epicuticular (Herédia et al., 1998).



A composi¢cdo quimica do revestimento cuticular ¢ variado, sendo a cutina
€ a cera seus principais componentes. A cutina ¢ um biopoliester insoluvel,
formado por acidos graxos hidroxilados de cadeia longa com elevado grau de
entrecruzamento. A cera apresenta-se embebida neste polimero ou depositada no
exterior da cuticula (epicuticular). A cera epicuticular pode ser depositada em
uma variedade de formas fisicas; em algumas plantas, forma uma camada fina,
em outras plantas, pode formar placas ou cristais de diferentes tamanhos e
formas. Devido a sua composi¢ao quimica, refletida no grau de cristalidade, e a
possibilidade de constituir, na superficie da membrana cuticular, uma pelicula
que atua como uma interfase entre a célula vegetal e o meio, a cera se destaca
como a principal barreira protetora frente as perdas de agua por transpiragdo
excessiva, a acdo de patogenos, as radiagdes solares e a entrada de produtos
quimicos e contaminantes (Heredia et al., 1998).

A quantidade e a composi¢do da cera epicuticular varia com a espécie e
com a variedade. As diferengas dependem, também, das condi¢des climaticas, do
organismo estudado e da fenologia da planta. A cera epicuticular ¢ uma
complexa mistura de diferentes compostos alifaticos. Normalmente, esses
compostos contém séries homodlogas de alcanos, alcoois (primarios e
secundarios), aldeidos, 4cidos, cetonas, B-dicetonas, hidroxi-B-dicetonas e ésteres
(Bianchi & Bianchi, 1990).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a sensibilidade de cultivares e clones
de cana-de-acticar a mistura dos herbicidas trifloxysulfuron sodiun + ametryn,

assim como avaliar as caracteristicas anatomicas, micromorfolégicas e a



composicdo quimica da cera epicuticular dos diversos cultivares, buscando
relacionar essas caracteristicas com o grau de sensibilidade dos cultivares.
Este trabalho foi descrito na forma de trés artigos cientificos, elaborados

de acordo com as normas da Revista Planta Daninha.
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2. SENSIBILIDADE DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR A

MISTURA TRIFLOXYSULFURON-SODIUM + AMETRYN

Sensitivity of Sugarcane Genotypes to Trifloxysulfuron Sodium + Ametryn

Mixture

2.1 RESUMO - Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a sensibilidade de 11
cultivares (SP80-1842, SP79-1011, SP81-3250, SP80-1816, RB855113,
RB835486, RB845210, RB867515, RB928064, RB72454 ¢ RB855536) e quatro
clones (RB947643, RB855002, RB957712 ¢ RB957689) de cana-de-aglcar a
mistura pré-formulada dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium (18,5 g kg') +
ametryn (731,5 g kg™'), denominada Krismat®. Os cultivares e os clones foram
cultivados em vasos em ambiente ndo-protegido. Em ambos os ensaios a mistura
herbicida foi aplicada aos 60 dias apos a brotacdo (DAB). No ensaio 1, a mistura
herbicida foi aplicada em dose tinica de 2,00 kg ha" sobre todos os cultivares e
clones, enquanto no ensaio 2 esta foi aplicada nas doses de 1,00; 2,00; e 6,00 kg
ha™ sobre os cultivares RB855113 ¢ RB867515. Em ambos os ensaios, a partir da
aplicagdo do herbicida, foram feitas avaliagcdes semanais do indice de toxidez (%
de fitotoxicidade). Os dois ensaios foram avaliados por ocasido da colheita,
realizada aos 45 DAT (dias apo6s a aplicacdo dos tratamentos). No primeiro
ensaio, também foi avaliada a biomassa seca da parte aérea dos 11 cultivares e
dos quatro clones. As variaveis altura da planta, nimero de folhas, area foliar e
biomassa seca da parte aérea e do caule foram avaliadas apenas no segundo

ensaio. O cultivar RB855113 apresentou alta sensibilidade a mistura herbicida



em ambos 0s ensaios; os genotipos SP80-1842, SP80-1816, SP79-1011 e
RB957689 apresentaram sensibilidade média; e os demais clones mostraram boa
tolerancia a esse produto no primeiro ensaio. Para o cultivar RB855113, o maior
indice de toxidez foi observado no periodo de 20 a 27 DAT no primeiro ensaio.
Nesse periodo observou-se reducao da altura da planta, do numero de folhas, da
area foliar e da biomassa seca da parte aérea e do caule com o aumento das doses
do produto no segundo ensaio. Também no segundo ensaio, o cultivar RB867515
apresentou-se tolerante as menores doses do herbicida, porém, na maior dose
testada, ele se mostrou sensivel, observando-se reducdo nas caracteristicas
avaliadas.

Palavras-chave: herbicidas, tolerancia, seletividade e Saccharum spp.

2.2 ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the sensitivity of
11 cultivars (SP80-1842, SP79-1011, SP81-3250, SP80-1816, RB855113,
RB835486, RB845210, RB867515, RB928064, RB72454 and RB855536) and
four clones (RB947643, RB855002, RB957712 and RB957689) of sugarcane to
the pre-formulated mixture of the herbicides trifloxysulfuron sodium (18.5 g kg-
1) + ametryn (731.5 g kg-1), called Krismat®. Cultivars and clones were
cultivated in vases with not-protected environment. In both assays the herbicide
mixture was applied to the 60 days after sprout. In assay 1, the herbicide mixture
was applied in only rate of 2.00 kg ha-1 on all cultivars and clones, while in
assay 2 it was applied in rates of 1.00; 2.00; and 6.00 kg ha-1 on RB855113 and

RB867515 cultivars. After the herbicide application and after harvest in 45 days



after treatment (DAT), it was made weekly evaluations of phytotoxicity (%), also
being evaluated their dry matter. Only in the second assay were evaluated the
variables plant height, leaf number, leaf area and the dry matter of aerial part and
stalk. The highest sensitive to herbicide mixture was in RB855113 cultivar;
medium sensitivity was in the genotypes SP80-1842, SP80-1816, SP79-1011 and
RB957689; and clones presented good tolerance to this product. To RB855113
cultivar, the highest toxicity index was observed in the period from 20 to 27
DAT. In this period was observed reduction of plant height, leaf number, foliar
area and the dry matter of the aerial part and of the stalk because of the increase
of the product rates. RB867515 cultivar was tolerant to the lower herbicide rates,
however, in the highest tested rate it was sensitive.

Key-words: herbicide, selectivity, tolerance.

2.3 INTRODUCAO

Apesar de a cana-de-actcar ser altamente eficiente na utilizacdo dos
recursos disponiveis para o seu crescimento e de apresentar fisiologia do tipo C,,
ela ¢ muito afetada pela competicdo com as plantas daninhas, por apresentar, na
maioria das situagdes, brotacdo e crescimento inicial lentos (Procdpio et al.,
2003). Em conseqiiéncia dessa caracteristica, ¢ necessario manter a lavoura de
cana-de-agucar no periodo inicial de desenvolvimento, que varia de 60 a 90 dias,
livre de plantas daninhas (Procopio et al., 2003). Por ser cultivada em grandes
areas, uma das ferramentas mais utilizadas para o manejo das plantas daninhas na

cultura da cana-de-agucar consiste na aplicagdo de herbicidas.
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Diferentes cultivares de cana-de-agucar tém apresentado respostas
diferenciadas aos herbicidas, tendo, como conseqiiéncias freqiientes, problemas
de fitotoxicidade, chegando a ocasionar redugdo na produtividade do canavial. O
comportamento diferenciado de genotipos de cana-de-agucar diante de diversos
herbicidas (Constantinin, 1997; Veline et al., 2000; Procopio et al., 2003),
associado ao estadio de desenvolvimento desta cultura (Wixson & Shaw, 1991),
tem sido fator importante na tolerancia de cultivares a herbicidas.

A seletividade a herbicidas ndo pode ser determinada apenas pela
verificagdo ou ndo de sintomas de intoxicacdo, pois ja sdo conhecidos exemplos
de produtos que podem reduzir a produtividade das culturas sem causar efeitos
visualmente detectaveis e, também, outros que provocam injuirias 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-
actcar, ¢ fundamental que, além de avaliar as injurias provocadas por eles, seja
incluida também a taxa de crescimento e a produtividade da cultura (Veline et al.,
2000).

O herbicida trifloxysulfuron-sodium, apesar de causar fitotoxicidade
diferenciada a cultivares de cana-de-actcar, ¢ recomendado para essa cultura e
estd sendo amplamente utilizado em pds-emergéncia inicial (Procdpio et al.,
2003). A boa aceitagdo desse produto pode ser atribuida ao amplo espectro de
acdo, ao uso em baixas doses e ao longo efeito residual no solo, garantindo o
controle de plantas daninhas durante o desenvolvimento inicial da cultura (Santos

et al., 2004).
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O trifloxysulfuron-sodium ¢ comercializado para o uso na cana-de-agucar
em mistura com ametryn, formando o produto comercial Krismat®. O ametryn
apresenta facil absor¢do pelo sistema radicular e pelas folhas, seus sintomas de
intoxicacdo em cana-de-agucar se caracterizam por clorose seguida de necrose,
iniciando-se pelos bordos das folhas (Velini et al., 2000). Quando utilizado em
pos-emergéncia, os sintomas de intoxicacdo na cana-de-agicar podem se
apresentar de forma restrita ou ser mais acentuadas nos pontos de contato da
calda herbicida com as folhas (Procopio et al., 2003). A eficiéncia de misturas do
trifloxysulfuron-sodium com ametryn e com MSMA no controle de espécies de
plantas daninhas em lavoura de cana-de-agucar foi avaliada por Schumm et al.
(2002), os quais constataram que todas essas misturas foram eficientes no
controle de plantas daninhas, causando apenas moderada intoxica¢do a cana-de-
agucar.

Neste trabalho, avaliou-se a sensibilidade dos cultivares SP80-1842,
SP79-1011, SP81-3250, SP80-1816, RB855113, RB835486, RB&845210,
RB867515, RB928064, RB72454 e RB855536 e dos clones RB947643,
RB855002, RB957712 e RB957689 ao Krismat® (mistura comercial dos

herbicidas trifloxysulfuron-sodium + ametryn).

2.4 MATERIAL E METODOS
Foram realizados dois ensaios na Unidade de Crescimento de Plantas
(UCP) do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa,

em ambiente nao-protegido. Os experimentos foram conduzidos em vasos
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contendo seis litros de substrato composto de argissolo vermelho-amarelo
adubado, conforme recomendado para a cultura da cana-de-agucar (CFSEMG,
1999).

No primeiro experimento, foram avaliados 11 cultivares de cana-de-
acucar (SP80-1842, SP79-1011, SP81-3250, SP80-1816, RB855113, RB835486,
RB845210, RB867515, RB928064, RB72454 ¢ RB855536) e quatro clones
(RB947643, RB855002, RB957712 ¢ RB957689), sendo plantados trés toletes
com uma gema em cada vaso. Aos 60 dias apds a brotagao (DAB), fez-se a
aplicacdo do herbicida Krismat® [trifloxysulfuron-sodium (18,50 g kg™) +
ametryn (731,50 g kg')] nas doses de 0 e 2,00 kg ha” do p.c, totalizando 30
tratamentos, dispostos em blocos casualizados, com trés repetigoes.

Neste experimento, as caracteristicas avaliadas foram a percentagem de
fitotoxicidade a mistura aos 6, 13, 20, 27, 34 e 41 dias apds aplicacao dos
tratamentos (DAT) do herbicida e o acimulo de biomassa seca da parte aérea,
determinada por ocasido da colheita do ensaio, aos 45 DAT. Na avaliacdo da
porcentagem de fitotoxicidade foram atribuidas notas variando de zero a 100%,
sendo zero correspondente a auséncia de toxidez e 100% a morte total da planta.
Os sintomas também foram registrados por camera digital.

No segundo experimento, foram aplicadas, aos 60 dias apds a brotagao das
gemas (DAB), quatro doses da mistura herbicida (0,00; 1,00; 2,00; e 6,00 kg ha'l,
correspondendo, respectivamente, a zero, metade, uma vez e trés vezes a dose
recomendada) sobre dois cultivares de cana-de-agucar (RB855113 e RB867515),

totalizando oito tratamentos, dispostos em blocos casualizados, com trés
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repeticoes. Neste ensaio, além da avaliagdo de intoxicagdo da cana-de-acucar
pelo herbicida (% de fitotoxicidade), realizada aos 6, 13, 20, 27, 34 e 41 DAT, no
momento da colheita (45 DAT) foram avaliadas a altura das plantas, a area foliar,
o numero de folhas e a biomassa seca foliar e caulinar.

Na interpretacdo dos resultados, os dados referentes a altura de planta, ao
numero de folhas, a area foliar ¢ a biomassa foliar e caulinar, tanto no primeiro
quanto no segundo experimento, foram transformados em porcentagem relativa a
média da testemunha.

Quanto aos dados relativos a evolugcdo da fitotoxicidade no tempo
referente ao primeiro ensaio, estes foram interpretados utilizando-se a analise de
regressdo, com significancia de 1% pelo teste F. As médias referentes a
fitotoxicidade aos 13 e 34 DAT e a quantificagdo da biomassa seca foram
agrupadas segundo o critério de Scott Knott a 5% de probabilidade. Aos 13 dias,
os sintomas come¢am a s¢ manifestar com maior intensidade e, aos 34 dias,
ocorre na maioria dos cultivares e clones, o auge dos sintomas de fitotoxicidade.
No segundo experimento, todas as caracteristicas foram avaliadas por regressao,
com significancia de 1% ou 5% pelo teste F, para interpretacdo dos resultados.

Os cultivares que apresentaram indice de intoxicacdo (% de
fitotoxicidade) superior a 27%, associado a intensa reducdo no acumulo de
biomassa, provocada pelo efeito herbicida, foram classificados como altamente
sensiveis a esse produto; aqueles com indice de intoxicacao entre 11,17 € 27,00%
e reducao no acumulo de biomassa foram classificados como medianamente

sensiveis; e aqueles com menos de 11,17% de fitotoxicidade e sem perda de
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biomassa com a aplicagdo do Krismat® foram classificados como de baixa

sensibilidade ao herbicida ou tolerantes.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se bom ajuste (P<0,001 e P<0,005) entre a fitotoxicidade da
mistura herbicida e dias apos a aplicagdo dos tratamentos (DAT), representado
por modelos polinomiais quadraticos (Figuras 1 a 3) no primeiro experimento.

O cultivar RB855113 e o clone RB957689 mostraram-se mais sensiveis a
mistura herbicida no primeiro experimento, apresentando, respectivamente,
indice de intoxicacdo (% de fitotoxicidade) médio de 13,75 e 15,00% aos 13
DAT, enquanto todos os demais genotipos apresentaram média de intoxicagao,
inferior a 10% (Figuras 1 a 3 e Tabela 1). Todavia, observando-se as curvas de
evolugdo do indice de intoxicacdo de plantas pela mistura herbicida, verifica-se
aumento acentuado dos sintomas para o cultivar RB855113, o qual se apresentou
como o mais sensivel.

Considerando o periodo entre 27 e 41 DAT para o cultivar RB855113,
esses valores de fitotoxicidade ficaram superiores a 40,00 % (Figura 1), atingindo
44,4% aos 34 DAT (Tabela 1). Para os demais cultivares e clones, o maior indice
de intoxicagdo, provocado pela mistura herbicida, ocorreu no periodo entre 27 e
34 DAT (Figuras 1 a 3 e Tabela 1). De todo o material testado, os cultivares
SP80-1842, SP80-1816 ¢ SP79-1011 e o clone RB957689 mostraram-se menos
sensiveis a mistura herbicida, apresentando, respectivamente, valores de

fitotoxicidade de 21,16; 11,17; 16,60; e 24,17%, aos 34 DAT (Figuras 1 a 3 ¢
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Tabela 1). Quanto aos demais cultivares e clones avaliados (RB855002,
RB928064, SP-813250, RB867515, RB957712, RB72454, RB845210,
RB947643, RB855536 ¢ RB835486), estes apresentaram baixa sensibilidade a
mistura, observando-se fitotoxicidade variando de 2,83 a 10,83%, no periodo
avaliado (Figuras 1 a 3 e Tabela 1). Tolerancia diferenciada de cultivares de
cana-de-agucar foi também verificada por Velini et al. (2000). Esses autores,
trabalhando com 10 cultivares de cana-de-agicar submetidos a mistura de
herbicidas oxyfluorfen + ametryn, constataram que o cultivar SP80-1842
apresentou alta sensibilidade a essa mistura, sendo observado fitotoxicidade
superior a 44%.

A fitotoxicidade da cana-de-agucar pelo produto refletiu na producao de
biomassa seca do material, sendo observada reducdo significativa para essa
caracteristica nos cultivares que apresentaram os maiores valores de
fitotoxicidade: RB855113, SP80-1842, SP80-1816, SP79-1011 e no clone
RB957689 (Tabela 1). O cultivar RB855113, também com alto indice de
intoxicagdo, apresentou maior reducdo na produgdo de biomassa seca (33,32 %
em relacdo a testemunha — Tabela 1). Os cultivares SP80-1842, SP80-1816 e
SP79-1011 e o clone RB957689 mostraram redu¢do menos acentuada de
biomassa seca, produzindo, respectivamente, 50,29; 58,73; 40,35 ¢ 49,52% em
relacdo ao tratamento sem herbicida, porém, sem diferirem significativamente
(Tabela 1). Nos demais cultivares, as redug¢des foram de, no maximo, 14%, no

entanto, sob mesmo agrupamento pelo critério de Scott Knott (Tabela 1).
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No segundo experimento foi observado bom ajuste (P<0,001 e P<0,005)
entre fitotoxicidade da mistura herbicida e doses do herbicida em kg ha,
representado por modelos lineares e ndo-lineares. Neste experimento, constatou-
se, para o cultivar RB855113, elevada sensibilidade a mistura herbicida,
comparado com RB867515.

No cultivar RB855113, observou-se, entre 20 e 27 DAT, intoxicagdo em
todas as doses testadas da mistura herbicida, com reducao de 20,00% na menor
dose, 40,00% na dose recomendada e mais de 70,00% na maior dose (Figura 4).
Aos 34 e 41 DAT foi observado indice de intoxicacdo de 69,04 e¢ 59,37%,
respectivamente, para a maior dose nesse mesmo cultivar (Figura 4).

No cultivar RB867515, a maior intoxicagao foi observada aos 34 DAT; no
entanto, esse valor foi inferior a 10,00% na dose recomendada ¢ em torno de
16,00% na maior dose testada (Figura 5), confirmando boa tolerancia desse
material a mistura herbicida.

Estudos com herbicidas de ag¢ao localizada indicam que a cultura da cana-
de-agucar pode tolerar até 27% de comprometimento de sua area foliar sem que
1sso implique em redugdo da produtividade (Veline et al., 1993). No entanto, para
herbicidas sistémicos esses valores podem ser diferentes, dependendo do
processo fisiologico afetado pelo produto. Azania et al. (2001), trabalhando com
os herbicidas imazapyr e tebuthiuron aplicados no cultivar RB835089,
constataram leve intoxicagdo na fase inicial do desenvolvimento e total
recuperagao da cultura aos 100 DAT, sem prejuizo de produtividade e qualidade

da matéria-prima.
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Para as caracteristicas altura de plantas, area foliar, nimero de folhas e
biomassa seca foliar e caulinar, em fun¢ao das doses da mistura herbicida, foram
ajustados modelos nao-lineares para os cultivares RB855113 e RB867515
(Figuras 6 a 10).

O cultivar RB855113 apresentou tendéncia de reducdo na altura de
plantas, na area foliar, no nimero de folhas, na biomassa seca foliar e caulinar
com o aumento da dose, chegando, respectivamente, a 30,54%, 13,34%, 36,00%,
14,30% e 15,85% na maior dose, enquanto em RB867515 essa tendéncia de
reducdo foi menor (Figuras 6 a 10).

Portanto, pode-se afirmar que os cultivares apresentam sensibilidade
diferencial a esta mistura herbicida, sendo RB855113 o mais sensivel a mistura
de herbicidas mesmo nas doses mais baixas. Os genotipos SP80-1842, SP80-
1816, SP79-1011 ¢ RB957689 apresentaram média sensibilidade a mistura de

herbicidas. Nos demais, essa sensibilidade foi considerada baixa.
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2.7 FIGURAS E TABELAS
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Figura — 1 Evolugdo da fitotoxicidade provocada pela mistura herbicida (trifloxysulfuron-

sodium + ametryn) aplicada na dose de 2,00 kg ha™ do p.c sobre os genétipos de cana-de-
acticar RB855113 (Y = -0,0193D” + 2,0326D — 9,0197; R* = 0,89), SP80-1842 (Y = -
0,0291D” + 1,7221D — 6,4738; R* = 0,86), SP80-1816 (¥ = -0,0156D* + 0,9473D —
3,3271; R* = 0,95), RB855002 (Y = -0,0069D* + 0,3601D + 3,1004; R* = 0,77) e
RB928064 (Y = -0,0068D” + 0,3735D + 0,4803, R* = 0,93).
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Figura — 2 Evolugdo da fitotoxicidade provocada pela mistura herbicida (trifloxysulfuron-
sodium + ametryn) aplicada na dose de 2,00 kg ha™ do p.c sobre os gendtipos de cana-de-
aglicar SP79-1011 (Y = -0,0228D* + 1,415D — 6,0118; R* = 0,96), SP81-3250 (Y = -
0,0071D*+ 0,3197D + 0,6768; R* = 0,81), RB867515 (Y = -0,0058D* + 0,3637D — 0,4805;
R? = 0,74), RB957712 (Y = -0,0159D* + 0,7392D — 0,3699; R* = 0,79) e RB72454 (Y = -
0,0152D% + 0,7996D — 1,3752; R* = 0,94).
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Figura — 3 Evolugdo da fitotoxicidade provocada pela mistura herbicida (trifloxysulfuron-
sodium + ametryn) aplicada na dose de 2,00 kg ha™ do p.c sobre os gendtipos de cana-de-
aglicar RB845210 (Y = -0,0177D* + 0,9872D — 2,645; R* = 0,90), RB947643 (Y = -
0,0097D* + 0,4608D + 0,3706; R* = 0,89), RB855536 (Y = -0,0071D* + 0,383D — 0,3099;
R*=0,71), RB835486 (Y = -0,0143D* + 0,7934D — 4,1256; R* = 0,81) ¢ RB957689 (Y = -
0,0256D” + 1,6496D — 3,3914; R* = 0,97).
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Figura — 4 Evolugdo da fitotoxicidade provocada pela mistura herbicida (trifloxysulfuron-
sodium + ametryn) aplicada no cultivar RB855113 aos 6 (62,1101[1-¢"*'7"'P], R* = 0,99),
13 (1,6064 + 8,9157D, R* = 0,99) , 20 (99,0594[1-¢"***"P)] R? = 0,98), 27 (99,0599[1-¢"
0223001 'R* = 0,98), 34 (93,7516[1-e"****P)], R* = 0,94) e 41 DAT (77,5901(1-¢"***"*P], R?
=0,85).
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Figura — 5 Evolugdo da fitotoxicidade provocada pela mistura herbicida (trifloxysulfuron-
sodium + ametryn) aplicada no cultivar RB867515 aos 6 (6,1787[1-¢"**"*"], R* = 0,99), 13
(6,84[1-e""P R? = 0,84) , 20 (11,67[1-¢>PPPM101 R2 = 0,99), 27 (13,33[1-¢
3,4487D]637,381’ RZ _ 0599)’ 34 (15[1_6-3,605D]741,8032, RZ — 0,99) e 41 DAT (11[1—6_4’0399]1165’3321,
R*=0,99).
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Figura — 6 Porcentagem de altura de plantas dos cultivares RB867515 (Y = 81,4027 +
18,4967¢%73 D) R? = 0,99) e RB855113 (Y = 26,3487 + 75,355¢" %) R? = 0,92) apos

aplicacdo da mistura herbicida (trifloxysulfuron-sodium + ametryn).
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Figura — 7 Porcentagem de area foliar de plantas dos cultivares RB867515 (Y = 88,29 +

11,6652¢"1P) R? = 0,99) ¢ RB855113 (Y = 3,4736 + 99,4933¢ D) R? = (,89) apos

aplicag@o da mistura herbicida (trifloxysulfuron-sodium + ametryn).
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Figura — 8 Porcentagem de nimero de folhas de plantas dos cultivares RB867515 (Y =
64,9588 + 36,1086e 3P R? = (,88) e RB855113 (Y = 32,7101 + 66,7750¢" D) R? =

0,99) apo6s aplicagao da mistura herbicida (trifloxysulfuron-sodium + ametryn).
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Figura — 9 Porcentagem de biomassa seca das folhas dos cultivares RB867515 (Y = 41,4843 +
58,7085¢ %10 R? = (,99) e RB855113 (Y = 5,5339 + 95,7383 "4!1%2P) R? = 0,98) apos

aplicacdo da mistura herbicida (trifloxysulfuron-sodium + ametryn).
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Figura — 10 Porcentagem de biomassa seca do caule dos cultivares RB867515 (Y = -786,4081

+ 887,2092¢ "% R? = 0,97) ¢ RB867515 (Y = 13,2198 + 87,7467 7P R? = 0,97)

apo6s aplicagdo da mistura herbicida (trifloxysulfuron-sodium + ametryn).
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Tabela — 1 Efeito da mistura pré-formulada dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium
(18,5 g kg™") mais ametryn (731,5 g kg™") aplicada na dose de 2,00 kg ha™ sobre 11
cultivares e quatro clones de cana-de-agucar, para percentagem de toxicidade
visual, avaliada aos 13 e 34 dias apos a aplicacdo dos tratamentos (DAT), e
percentagem relativa de produgdo de biomassa seca da parte aérea (BSPA),

avaliada aos 45 DAT.

Genotipos — Fitotoxicidade (%)--------- BSPA (%) Sensib_ilidade ao
13 DAT 34 DAT Krismat®

RB855113 13,75a 4440 a 33,32 ¢ Alta
SP80-1842 7,50 b 21,16 b 50,29 b Média
SP80-1816 5,75b 13,17 ¢ 58,73 b Média
RB855002 6,25b 8,33d 94,79 a Baixa
RB928064 3,75¢ 5,83 ¢ 90,51 a Baixa
SP79-1011 8,50b 16,60 ¢ 40,351 Média
SP81-3250 2,50 ¢ 2,83 ¢ 95,88 a Baixa
RB8&67515 425 ¢ 5,83 ¢ 94,45 a Baixa
RB957712 2,50 ¢ 6,33 ¢ 88,53 a Baixa
RB72454 7,50 b 7,50 ¢ 91,76 a Baixa
RB845210 7,50 b 10,83 d 85,30 a Baixa
RB947643 5,00b 4,17 e 89,24 a Baixa
RB855536 2,75 ¢ 420 ¢ 93,76 a Baixa
RB835486 1,25 ¢ 6,67 ¢ 86,05 a Baixa
RB957689 15,00 a 24,17 b 49,52 b Média

Meédias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem entre si pelo critério de Scott Knott

(P<0,05).
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3. ANATOMIA QUANTITATIVA DA LAMINA FOLIAR DE

GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR

Quantitative anatomy of foliar slide in Sugarcane Genotypes

3.1 RESUMO - Objetivou-se neste trabalho avaliar, quantitativamente as
caracteristicas anatomicas da lamina foliar dos cultivares de cana-de-agucar
RB855113, SP80-1842, SP80-1816, ¢ RB867515 ¢ do clone RB957689 com
diferentes sensibilidades a mistura dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium -+
ametryn. Para isso, a primeira folha, com ligula totalmente visivel, foi coletada
em cinco plantas de cada gendtipo. De cada folha, foi retirada uma amostra da
regido mediana, para os estudos anatomicos. Foram determinadas as seguintes
caracteristicas: area da face adaxial e abaxial da epiderme; area do mesofilo; area
das células buliformes; area dos feixes vasculares; area da bainha do feixe
vascular; area do esclerénquima, area do xilema e area do floema. Esses dados
foram transformados em porcentagem em relacdo a area total. Determinou-se
também, a densidade de tricomas, a densidade de estdmatos, o comprimento do
ostiolo, a espessura da epiderme, o perimetro da parede periclinal externa das
células buliformes e espessura da parede periclinal externa das células buliformes
e das células epidérmicas comuns nas faces adaxial e abaxial. O cultivar
RB855113, considerado mais sensivel a mistura de herbicidas, apresentou
diferengas relevantes em relagdo aos demais cultivares avaliados, tais como,
maior propor¢ao de células buliformes, tecido encontrado em maior propor¢ao na

se¢ao transversal da lamina foliar desse cultivar, maior densidade de estdmatos e
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de tricomas em ambas as faces, epiderme menos espessa na face adaxial e
estomatos com maior comprimento de ostiolos nas duas faces. Todos os
gendtipos apresentaram a parede periclinal externa das células buliformes mais
delgadas do que nas células epidérmicas comuns, nas faces adaxial e abaxial. A
analise multivariada dos dados relacionados as variaveis consideradas mais
relevantes para explicar a penetracao de herbicidas distinguiu o cultivar sensivel
RB855113 dos demais materiais. Tais caracteristicas podem explicar a maior
penetracdo e, conseqlientemente, a maior sensibilidade desse cultivar a mistura

trifloxysulfuron-sodium + ametryn.

Palavras chaves: anatomia foliar, herbicida e Saccharum spp.

3.2 ABSTRACT - This study aimed to evaluate the anatomical characteristics of
foliar slide in the cultivars RB85113, SP80-1842, SP80-1816, RB867515 and the
clone RB957689, with different susceptible to trifloxysulfuron-sodium + ametryn
herbicide. The first leaf, with totally visible ligule, was collected from five plants
of each genotype. It was determined the areas of adaxial and abaxial side of
epiderm, mesophyll, bulliform cells, vascular bundles, bundle sheaths,
sclerenchyma, xylem and phloem, and then data were related to total area.
Trichome density, stomata density, ostiole length, epiderm thickness, perimeter
of external periclinal wall of bulliform cells and thickness of external wall of
bulliform and epidermic cells are characteristics that were also determined. The
cultivar RB85113 showed higher proportion of bulliform cells, more tissue in the

transversal section of foliar slide, higher density of stomata and trichome in both
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sides, epiderm less thick on adaxial side and stomata with lengthier ostiole in
both sides. The external periclinal wall in bulliform cells was thinner than in
epidermic cells, in all genotypes. The cultivar RB85113 was distinguished by
data multivariate analysis related to the variable considered more relevant to
explain herbicide penetration, and the characteristics presented by this cultivar
may explain its higher susceptible to trifloxysulfuron-sodium + ametryn

herbicide.

Key words: leaf anatomy, herbicide, saccharum spp.

3.3 INTRODUCAO

Cultivares e clones de cana-de-acucar possuem sensibilidade diferenciada
a herbicidas Esse fato tem sido motivo de elevada fitotoxicidade em campos de
producdo, com redugdes significativas na produtividade do canavial (Procdpio et
al., 2003).

O conhecimento dos mecanismos pelos quais ocorre a penetracdo dos
herbicidas através dos tecidos vegetais ¢ fundamental para a correta utilizacao e
eficiéncia do produto. Os herbicidas podem penetrar nas plantas pelas suas
estruturas aéreas (folhas, caules, flores e frutos) e subterraneas (raizes, rizomas,
tubérculos etc.) ou, ainda, pelas sementes durante a germinacdo ¢ a emergéncia,
pela radicula e pelo cauliculo. Contudo, sdo as folhas, os principais Orgaos
envolvidos na penetracdo de herbicidas aplicados em pds-emergéncia (Silva et

al., 2003).

29



A quantidade do herbicida interceptado e retido nas folhas ¢ influenciada,
principalmente, por sua morfologia. No entanto, sdo as caracteristicas anatomicas
e micromorfologicas da espécie vegetal que determinam a facilidade com que
esses produtos serdo absorvidos (Hess & Falk, 1990).

Van Dillewijn (1952) observou que a epiderme de folhas de cana-de-
agucar apresenta formagdes como cé€lulas buliformes, estdomatos do tipo
paracitico, célula de silica e tricomas. Astschawager (1925) distingue trés zonas
na epiderme: 1) uma central que consiste de células longas alternadas com grupos
de células curtas, apresentando tricomas e células de silica; 2) uma de estomatos;
3) uma marginal que consiste de células longas alternadas com células curtas,
apresentando também tricomas e células de silica. Este autor também destaca a
importancia da epiderme da face abaxial da folha na identificagdo de variedades
cultivadas de cana-de-agucar, onde se observam a distribui¢ao dos tricomas e dos
estOmatos.

As folhas das plantas apresentam varios niveis de desenvolvimento de
tricomas e glandulas. Abutilon theophrasti, por exemplo, possui tricomas simples
e complexos, enquanto Chenopodium album possui alta densidade de tricomas
glandulares na epiderme adaxial, que podem deixar as células da epiderme
totalmente escondidas (Hess & Falk, 1990). Tricomas presentes na superficie
foliar podem interceptar gotas pulverizadas, impedindo que estas alcancem a
epiderme. Mesmo quando esses tricomas sdo simples e aparecem em baixa
densidade, ocorre a aderéncia de gotas sobre eles. A eficiéncia da absor¢do de

herbicidas pelos tricomas e a translocagdo destes para as células epidérmicas sao
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parcialmente conhecidas (Hess & Falk, 1990). No entanto, de acordo com Hull
(1970), alguma absor¢do de produtos quimicos pode ocorrer via tricoma.
Commelina benghalensis, mais sensivel ao glyphosate em relagdo a Commelina
difusa, apresentou maior densidade de tricomas que a espécie mais tolerante
(Santos et al., 2002). Todavia, poucos autores afirmam ser os tricomas bom
caminho para a entrada de herbicidas nas folhas. De modo geral, parece existir
relacdo negativa entre a aderéncia dos herbicidas nos tricomas e a eficicia desses
produtos (Hess & Falk, 1990).

Segundo Hess & Falk (1990), a maioria das plantas daninhas apresenta
estomatos sobre as superficies adaxial e abaxial (anfiestomaticas). Procopio et al.
(2003), analisando 40 espécies de plantas daninhas, constataram que 39 eram
anfiestomaticas e apenas uma hipoestomatica. Meyer et al. (1973), realizando
contagem do numero de estomatos em 39 espécies, observaram que 16 eram
anfiestomdticas e, as 23 restantes, hipoestomadticas. Esses autores também
acrescentaram que, nas anfiestomaticas, o nimero de estomatos na face adaxial
era, na maioria dos casos, inferior ao da face abaxial.

A gota da calda herbicida, ao ser aspergida na superficie da folha, pode
volatilizar ou ser lavada pela chuva; pode, também, permanecer sobre a
superficie como liquido viscoso ou na forma de cristal; pode penetrar, mas
permanecer absorvido nos componentes lipofilicos da cuticula; pode penetrar na
cuticula, na parede celular e, entdo, translocar antes de atingir o simplasto. Esta ¢
chamada translocagdo apoplastica, que inclui o0 movimento no xilema. Quando o

produto penetra na cuticula, na parede celular e atinge o interior da célula (pela
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plasmalema), ocorre translocagdo simplastica, que inclui o movimento no floema
(Hess, 1995).

Barreiras a penetracdo de herbicidas, como a alta densidade de tricomas
em N. physaloides, camada de cera epicuticular espessa em Solanum viarum,
Solanum americanum e Raphanus raphanistrum foram constadas por Ferreira et
al. (2003), em estudos de anatomia quantitativa.

A cuticula cobre a parede periclinal externa das células epidérmicas
formando um revestimento constituido, principalmente, por substancias lipidicas.
A cuticula ¢ a principal via de absor¢do dos herbicidas, o que torna o seu
conhecimento de importancia fundamental nos estudos de absorcdo desses
compotos (Procépio et al., 2003).

Esse revestimento sobre a parede celuldsica primadria, do interior para o
exterior, ¢ constituido por cuticula secundaria ou parede cutinizada (cuticula
mais parede), cuticula primdria ou cuticula propriamente dita, onde se encontra a
cera embebida e, sobre o revestimento cuticular, na parte mais externa, a cera
epicuticular (Herédia et al., 1998).

Objetivou-se neste trabalho avaliar quantitativamente as caracteristicas
anatomicas da lamina foliar dos cultivares de cana-de-agucar RB855113; SP&0-
1842 ; SP80-1816; RB867515 e do clone RB957689 que apresentam diferentes
sensibilidades a herbicidas, visando melhor compreensdo sobre as barreiras que

cada gendtipo impde a penetracao destes compostos.
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3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP)
do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, em
ambiente protegido. O ensaio foi conduzido em vasos contendo seis litros de
substrato composto de argissolo vermelho-amarelo, adubado conforme
recomendado para a cultura de cana-de-agucar (CFSEMG, 1999), sendo
plantados dois toletes com uma gema cada. O delineamento utilizado foi em
blocos casualisados com cinco repeticoes.

Os gendtipos de cana-de-acucar utilizados neste experimento foram pré-
selecionados em trabalho anterior, quando se analisou a sensibilidade de 15
gendtipos de cana-de-agucar a mistura de herbicidas trifloxysulfuron-sodiun +
ametryn. Desses cultivares e clones, foram selecionados para estudos
anatomicos: RB855113 (sensivel a mistura herbicida), SP80-1842, SP80-1816,
RB957689 (mediamente sensiveis a mistura) e RB867515 (tolerante a mistura).

Coletou-se a primeira folha com ligula visivel de cinco plantas de cada
genotipo. Destas, foram retiradas amostras, da regido mediana do limbo foliar.
Essas amostras foram fixadas em FAAs,, estocadas em etanol 70% (Johansen,
1940) e transportadas ao Laboratorio de Anatomia Vegetal pertencente ao
Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.

Porcdes de 0,5cm” foram desidratadas em série etilica e incluidas em
historresina de acordo com as recomendagdes do fabricante (Historesin-Leica),
cortadas transversalmente em microtomo rotativo de avanco automatico, com

navalhas de ago, com 8um de espessura. O material foi corado com azul de
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toluidina pH 4 (O’ Brien et al., 1965) e montado com resina sintética (Permount).
Para a observacao da superficie foliar, em ambas as faces da lamina, utilizou-se o
método da impressdo da epiderme com cola instantanea (Rodella et al., 1993).

Para a melhor visualiza¢dao da cuticula, foram feitos cortes transversais de
material ndo incluido em microtomo de mesa, corados com sudan vermelho
escarlate e montados entre lamina e laminula com gelatina glicerinada.

As imagens digitalizadas dos cortes foram obtidas com microscopio de luz
acoplado a camera digital e conectadas a um microcomputador. Para a obten¢do
dos dados de area e medidas lineares utilizou-se o programa computacional
Image Pro-Plus. Para as contagens, utilizou-se camara clara acoplada a
microscépio de luz.

Na secdo transversal da lamina foliar, utilizando-se objetiva de 10X
(Figura 1), foram determinadas as seguintes caracteristicas anatomicas: area de
epiderme na face adaxial e abaxial; area de mesofilo; area de células buliformes;
area de feixes vasculares; area de bainha do feixe wvascular; area de
esclerénquima, area de xilema e area de floema, espessura da epiderme (ambas as
faces), perimetro da parede periclinal externa das células buliformes e das células
comuns da epiderme (ambas as faces). Na superficie foliar (Figura 2, A-B), em
ambas as faces, foram avaliadas as seguintes caracteristica: densidade de
tricomas, densidade de estomatos e comprimento do ostiolo. Os dados de area
foram transformados em % em relacdo a area total e as contagens e medidas

lineares foram tomadas de 10 campos por repeticao.
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Todos os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Foram selecionadas as caracteristicas consideras mais relevantes a
penetragdo de herbicidas nas faces adaxial e abaxial, como densidade de
tricomas, densidade de estOmatos, comprimento de ostiolo, espessura de
epiderme, perimetro da parede periclinal externa das células buliformes e
espessura da parede periclinal externa das células buliformes e das células
comuns da epiderme (ambas as faces). Esses dados foram submetidos a analise
estatistica utilizando-se o método multivariado de analise de variaveis canodnicas,

procurando-se agrupar os tratamentos de acordo com o seu grau de similaridade.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Analise univariada

As principais células e tecidos presentes na lamina foliar em corte
transversal e em vista paradérmica, de cana-de-actcar estdo apresentados nas
figuras 1 e 2 (A e B).

Os trés tecidos/células que ocorrem em maior propor¢ao, em ordem
decrescente, na secdo transversal da lamina foliar dos cultivares RB867515,
SP80-1842, SP80-1816 e do clone RB957689 sdo o mesofilo, seguido de
células buliformes e de bainha do feixe vascular. Ja o cultivar RB855113
apresentou maior propor¢ao de células buliformes, seguido de mesofilo e de

bainha do feixe vascular (Tabela 1, Figura 1).
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RB855113 apresentou 30,20% de células buliformes na se¢do transversal
da lamina foliar, diferindo dos demais RB867515 (25,15%), SP80-1816
(25,15%), SP80-1842 (24,15%) e do clone RB957689 (24,55%) (Tabela 1). As
células buliformes formam faixas de diferentes larguras na superficie foliar
(Esau, 1965). Estas células sdo geralmente descritas como células motoras,
estando envolvidas no processo de enrolamento e desenrolamento das folhas.
Porém, estudos indicam que o enrugamento de outros tecidos também esta
relacionado com esse fenomeno (Shields, 1951).

No cultivar RB855113 constatou-se menor propor¢ao de bainha do feixe
vascular (13,78%), porém, sem diferir do cultivar RB867515 (15,66%); todavia
estes cultivares diferiram do clone RB957689 (17,11%) e dos cultivares SP80-
1816 (16,60%) e SP80-1842 (16,97%) para essa caracteristica (Tabela 1).

Os cultivares RB957689 ¢ SP80-1842 apresentaram menor propor¢ao de
floema em relacdo aos demais cultivares com, respectivamente, 2,67% ¢ 2,59%,
porém, sem diferir dos cultivares RB855113 e SP80-1816 que apresentaram
propor¢ao intermediaria com 2,76% e 2,97% de floema, e diferindo do clone
RB957689 (3,34%) (Tabela 1). O floema € o tecido que transloca os produtos da
fotossintese das folhas maduras para as areas de crescimento e armazenagem,
também redistribui a 4gua e os varios compostos pelo corpo da planta (Taiz &
Zeiger, 2002). A proporcao de floema mais elevada em um cultivar pode estar
relacionado com a facilidade de translocacdo de herbicidas sistémicos (Procopio
et al., 2003). Entretanto, nesse caso, ndo foi observada relacao entre proporgao de

floema e sensibilidade a mistura de herbicidas.

36



A densidade de estomatos na face adaxial das folhas de cana-de-agucar
diferiu entre os cultivares. Maiores valores foram observados no cultivar
RB855113 e no clone RB957689 (85,60 e 83,60 estomatos mm’z,
respectivamente), ¢ menor valor no cultivar RB867515 (71,20 estdmatos mm™)
(Tabela 2). Na face abaxial, o cultivar RB855113 também apresentou maior
densidade de estomatos (163,40 estdmatos mm™) diferindo dos demais cultivares
e clones avaliados: SP80-1842 (140,80 estdmatos mm™), SP80-1816 (144,60
estomatos mm™), RB867515 (144,00 estdmatos mm?) e¢ RB957689 (139,8
estomatos mm™) (Tabela 2). E importante lembrar que, em pulverizacdes
agricolas de herbicidas, a dificuldade das gotas atingirem a face abaxial ¢ grande;
conseqiientemente, a importancia da absor¢do pelos estdmatos nesta face da
lamina foliar ¢ tida como reduzida. Outro fator que pode reduzir a importancia da
absorcao de herbicidas pelos estomatos pode ser atribuido ao fato destes, em
varios horarios do dia, e também a noite, estarem fechados. Contudo, Taylor et
al. (1980) afirmaram ser os estOmatos as principais vias de penetragdo do
bentazon em folhas de Chenopodium album.

Quanto ao tamanho dos estdmatos, o cultivar RB855113 apresentou maior
comprimento do ostiolo, em ambas as faces, com valor médio 23,41 pum na face
adaxial e 26,05 pum na face abaxial (Tabela 3). As células estomaticas estdo
cobertas com uma cuticula que se estende até as camaras subestomadticas,
podendo estar completamente cobertos por cera (Esau, 1982). O cultivar

RB855113 apresentou maior densidade de estdmatos € maior comprimento de
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ostiolo; essas caracteristicas podem representar um fator importante na maior
sensibilidade desse cultivar & mistura de herbicidas.

Quanto a presenca de tricomas no limbo foliar de cana-de-agucar, o
cultivar RB855113 apresentou maior densidade nas faces adaxial e abaxial
(31,28 e 121,04 estdmatos mm™, respectivamente), diferindo dos demais
cultivares. Nos cultivares SP80-1816 e SP80-1842 observou-se menor densidade
de tricomas na face adaxial. Contudo, nos cultivares SP80-1816, RB867515 e no
clone RB957689 foi observado menor densidade de tricomas na face abaxial
(Tabela 2). Sargent & Blackman (1962) afirmam que a cuticula ¢ mais permeavel
na porcao basal dos tricomas; por esse fato, a penetracao de substancias poderia
ser facilitadas nessa regido. Entretanto, Hess & Falk (1990) afirmam que os
tricomas constituem-se barreira a penetracao de herbicidas, que permanecem
aderidos nos tricomas sem chegar a epiderme. Segundo Motomura et al. (2000), ¢
comum a deposicdo de silica nas paredes dos tricomas das gramineas,
conferindo-lhes maior resisténcia.

Comparando-se a espessura da epiderme dos cinco genotipos, constatou-se
que o cultivar RB855113 apresentou menor espessura (13,09 pm) na face
adaxial, porém, sem diferir da cultivar SP80-1842 (14,63 pm), sendo diferente
dos demais cultivares. Na face abaxial ndo foi observada diferencga estatistica
entre os cultivares (Tabela 3). A maior parte do herbicida aspergido numa
aplicacao ¢ interceptado, preferencialmente, pela face adaxial da folhas, sendo

dificilmente depositada na face abaxial; isso faz com que a face adaxial tenha
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maior importancia na interceptagdo e penetracao de herbicidas (Hess & Falk,
1990).

Ao analisar o perimetro da parede periclinal externa das células
buliformes, verificou-se que o cultivar SP80-1842 apresentou maior perimetro
(98,64um), sem diferir do cultivar RB855113 (98,6464um) e diferindo do
cultivar RB867515 e do clone RB957689 que apresentaram menor perimetro de
células buliformes, com valores médios de 86,98 e 75,43 um, respectivamente.

No que se refere a espessura da parede periclinal externa das células
buliformes, ndo foi observada diferenca entre os cultivares (Tabela 4).

O cultivar RB867515 apresentou maior espessura de parede periclinal
externa das células epidérmicas na face adaxial (4,71um), diferindo do clone
RB957689 e do cultivar SP80-1842 (4,06 e¢ 3,97 um), respectivamente.
Entretanto sem diferir dos cultivares RB855113 e SP80-1816 (4,42 ¢ 4,14um). O
mesmo cultivar RB867515 apresentou maior espessura de parede periclinal
externa das células epidérmicas na face abaxial (4,29 pm), diferindo do clone
RB957689 (3,50 pm) e dos cultivares SP80-1816 (3,88 pm) e SP80-1842 (3,75
Mm), todavia sem diferir do cultivar RB855113 (3,85 um) (Tabela 4).

Comparando a espessura da parede periclinal externa das células
buliformes e das células comuns, em ambas as faces, dentro dos cultivares,
verificou-se que a parede ¢ mais delgada sobre as células buliformes (Tabela 4).
Observou-se, também, que a parede periclinal externa das células epidérmicas
comuns, nas faces adaxial e abaxial, apresenta coloracdo azul esverdeada,

indicando a presenga de lignificagdo e, sobre as células buliformes, coloragao
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azul intenso, indicando a auséncia de lignificacao (Figura 3A). Segundo O’ Brien
et al. (1964), o corante azul de toluidina, em pH 4, proporciona coloragdo
diferenciada dependendo da composicao quimica do tecido analisado; a parede
lignificada apresenta uma coloracao azul esverdeada, devido a lignina, composto
fendlico presente na parede. J4 a parede sem este composto apresenta uma
coloracdo azul intenso. O material corado com sudan vermelho escarlate (Figura
3B) revelou a presenga de uma fina camada de cuticula sobre a parede periclinal
externa de todas as células epidérmicas, na cor alaranjada.

Como a parede periclinal externa das células buliformes apresenta
deposicao de cuticula como as demais células epidérmicas (Figura 3B), a
auséncia de lignina nessas paredes (Figura 3A), aliado a menor espessura, pode

tornar essa regido uma via preferencial na penetragdo de herbicidas.

3.5.2 Analise multivariada

A técnica de variaveis candnicas consiste na transformacao das variaveis
originais em variaveis padronizadas e ndo correlacionadas , com a caracteristica
de manter o principio do processo de conglomeragao com base na distdncia de
Mahalanobis (Mahalanobis, 1936, citado por Cruz, 1990). O novo conjunto de
variaveis, em ordem de estimacgdo, retém o maximo de informac¢do em termos de
variacdo total. Essas varidveis explicardo tanto melhor a variabilidade
manifestada.

Para analise multivariada, foi selecionado um conjunto de 12 variaveis
consideradas mais relacionadas a penetracio de herbicidas (densidade de

tricomas em ambas as faces, densidade de estdmatos em ambas as faces,
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comprimento do ostiolo em ambas as faces, espessura da epiderme em ambas as
faces, perimetro da parede periclinal externa das células buliformes, espessura da
parede periclinal externa das células epidérmicas comuns, em ambas as faces, €
das células buliformes). Hess et al. (1990) e Procopio et al. (2003) afirmam que
os principais fatores anatomicos que influenciam a penetragdo de herbicidas sao
os tricomas, estomatos, cuticula e parede.

Devido ao alto valor de informagdo retida na variavel canonica CAN1
(78,99%) (Tabela 5), essa primeira varidvel candnica pode ser considerada
suficiente para explicar a contribui¢do das varidveis originais analisadas, para os
cinco cultivares em cinco blocos. Para a segunda variavel candnica (CAN2), a
analise da tabela 5 revela que a informagao retida ¢ de 12,49%. Assim, as duas
primeiras varidveis explicam 91,48 da variacdo total nos dados originais.
Segundo Regazzi (1998), quando as primeiras varidveis explicam mais de 80%
da variagdo total, ¢ viavel o estudo da divergéncia por meio de distidncia entre
cultivares em graficos de dispersdo, cujas coordenadas sdo escores relativos as
primeiras variaveis canonicas.

A andlise de agrupamento tem por finalidade reunir, por algum critério de
classificacdo, os tratamentos em varios grupos, de tal forma que existam
homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre os grupos.
Alternativamente, as técnicas de andlise agrupamento tém por objetivo dividir
um grupo original de observacdes em varios grupos, segundo algum critério de
similaridade ou dissimilaridade entre os tratamentos (Cruz & Regazzi, 1997). O

método de otimizacao de Tocher distribuiu os cinco cultivares estudados em dois
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grupos; o primeiro, formado pelos cultivares RB867515, RB957689, SP80-1816
e SP80-1842; o segundo, pelo cultivar RB855113.

As doze varidveis analisadas foram eficientes para distinguir dois grupos
de cultivares. Os cultivares SP80-1842, SP80-1816 e o clone RB957689, que
apresentam média sensibilidade a mistura de herbicidas trifloxysulfuron-sodium
+ ametryn, foram alocados com o cultivar RB867515, tolerante a mistura de
herbicidas. J4 o cultivar RB855113, sensivel a mistura, estd isolado em um grupo
a parte (Figura 5).

Fazendo andlise conjunta dos dados, pode ser constatado que o cultivar
RB855113, sensivel a mistura de herbicidas, se diferencia dos demais cultivares
em varias caracteristicas como maior propor¢ao de células buliformes, maior
densidade de estomatos, em ambas as faces, estbmatos com maior comprimento
de ostiolo, em ambas as faces, maior densidade de tricomas, em ambas as faces,
epiderme da face adaxial mais delgada que os demais cultivares. Juntamente com
o SP80-1816, o cultivar RB855113 apresentou maior perimetro da parede externa
das células buliformes. Como ja discutido, tais caracteristicas podem explicar sua
maior sensibilidade a mistura trifloxysulfuron-sodium + ametryn.

A andlise multivariada dos dados relacionados as varidveis consideradas
mais relevantes para explicar a penetragdo de herbicidas distinguiu o cultivar
sensivel RB855113 dos demais materiais, indicando que o conjunto das doze
variaveis foi eficiente para a formagado deste agrupamento, porém, nao separou os

grupos de cultivares com média sensibilidade dos tolerantes a mistura.

42



3.6 LITERATUA CITADA

ALVES DE BRITO, C.J.F. Organizacéo estrutural e degradacéo in vitro de
tecidos em Pennisetum purpureum Schum. (Poaceae). Curitiba: Universidade
Federal do Parana. 119p. Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia. 1996.
ASTSCHWAGER, H.S.A. Anatomy of the vegetative organs of sugarcane.
Journal of Agricultural, V.30, p.197-221, 1925.

AUDUS, L.J. The physiology and biochemistry of herbicides. 2. ed. New
York: 467p. 1976.

CFSEMG (Comissao de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais).
Recomendag0es para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais - 52
aproximacao. Vigosa-MG: UFV. 359p. 1999.

CRUZ, C.D. Aplicacdes de algumas técnicas multivariadas no melhoramento
de plantas. Escola Superior Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP. 188p. 1990.

CRUZ, C.D., REGAZZI, A.J. Modelos biométricos aplicados ao
melhoramento genético. Vigosa, UFV. 390p. 1997.

ESAU, K. Anatomia de las plantas con semilla. Editorial Hemisferio Sur.
Buenos Aires-Argentina. 512p. 1982.

FERREIRA, E.A. et al. Estudos anatomicos de folhas de plantas daninhas. I —
Nicandra physaloides, Solanum viarum, Solanum americanum e Raphanus
raphanistrum. Planta Daninha, n.2, p.159-167, 2002.

GERLACH, D. Botanische Mikrotechnik. Stuttgart, Georg Thieme Verlang.

311p. 1984.

43



HEREDIA, A. et al. La cuticula vegetal: estructura y funciones. Ecologia, v.12,
p.293-305, 1998.

HESS, F.D. Absorption. In: Herbicide action curse. Purdue University. 785p.
1995.

HESS, F.D. & FALK, R.H. Herbicide deposition on leaf surfaces. Weed
Science, v.38, p.280-288, 1990.

HULL, H.M. Leaf structure as related to absorption of pesticides and other
compounds. Residue Rev, v.38, p.1-155, 1970.

JOHANSEN, D.A. Plant microtechnique. New York, McGraw-Hill Book Co.
Inc., 523p. 1940.

MEYER, B. et al. Introducéo a fisiologia vegetal. 2.ed. Lisboa. 710p. 1973.
PROCOPIO, S.O. et al Manejo de plantas daninhas na cultura da cana-de-
acucar. Vigosa, MG Universidade Federal de Vigosa, 150p. 2003.

SILVA, A.A. et al Controle de plantas daninhas. Brasilia, DF: ABEAS. 260p.
2003.

PROCOPIO, S.O. et al. Anatomia foliar de plantas daninhas do Brasil.
Volume I. Vicosa MG. 118p. 2003.

RODELLA. R.A. et al. Anatomia comparativa foliar e caulinar de duas espécies
daninhas de Merremia (Convolvulaceae). Cientifica. v.21, p.345-353, 1983.
SANTOS, I.C. et al. Caracteristicas anatomicas de duas espécies de trapoeraba e

a eficiéncia do glyphosate. Planta Daninha. v.20, p.1-8, 2001.

44



SARGENT, J.A,; BLACKMAN, G.E. Studies on foliar penetration. 1. Factors
controlling the entry of 2,4-dicloroacetic acid. J. exp. Bot., v.13, p.384-368,
1962.

SHIELDS, L.M. The involution mechanism in leaves of certain xeric grasses.
Phytomorphology, v.1, p.337-391, 1951.

TAIZ, L. & ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 3* Edi¢ao. Artmed Editora S.A., SP.
719p. 2002.

TAYLOR, F.E. et al. The effects of bentazon on stomatal behavior in
Chenopodium album L. New Phytologist, v.63, p.369-376, 1980.

VAN DILLEWIIN, C. Botany of sugarcane. Waltham, Mass., USA. The
Chronica Botanica co.: Book Departament. 371p. 1957.

VELINI, E.D. & TRINDADE, M.L.B. Comportamento de herbicidas na planta.
Epoca de aplicagio de herbicidas. In: SIMPOSIO NACIONAL SOBRE
MANEJO INTEGRADO DE PLANTAS DANINHAS EM HORTALICAS,
Botucatu, SP. Anais... Botucatu: UNESP, p.65-86, 1992.

WILSON, J.R. Variation of leaf characteristics with level of insertion on a grass
tiller. II. Anatomy. Australian Journal of Agricultural Research, v.27, p.355-

364, 1976.

45



3.7 FIGURAS E TABELAS

100pm

Figura — 1 Secao transversal da lamina foliar de cana-de-agucar, cultivar RB855113.

Feixes vasculares (FV); bainha do feixe vascular (BFV); esclerénquima (ESC);
epiderme da face adaxial (EDA); epiderme da face abaxial (EBA); células
buliformes (BUL); xilema (X); floema (FL) e mesofilo (MES).
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Figura — 2 Impressdo paradérmica da lamina foliar de cana-de-agucar, cultivar

RB855113; (A) face adaxial; (B) face abaxial. TR: tricomas; ES: estomatos;

BUL.: células buliformes; SI: células de silica.
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Figura — 3 Detalhe da se¢do transversal da lamina foliar de cana-de-agticar, cultivar

RB855113; (A) corado com azul de toluidina; (B) corado com sudan vermelho
escarlate. CC: célula comum da epiderme; BUL: células buliformes; PL: parede

lignificada; PNL: parede ndo lignificada; CUT: cuticula.
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Figura — 4 Propor¢ao de tecidos (%) em relag@o a area total da lamina foliar: feixes
vasculares (FV); bainha do feixe vascular (BFV); esclerénquima (ESC);
epiderme da face adaxial (EAD); epiderme da face abaxial (EAB); células
buliformes (BUL); xilema (X) floema (FL); mesofilo (MES) de cinco genotipos

de cana-de-actcar.
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Figura— 5 Dispersao grafica dos cinco genotipos de cana-de-agtcar (1-RB855113; 2-
RB867515; 3-RB957689; 4-SP80-1816 e 5-SP80-1842), utilizando-se as duas primeiras
variaveis canonicas (CAN1 e CAN2), para o conjunto de doze varidveis (densidade de
tricomas, em ambas as faces, densidade de estomatos, em ambas as faces, comprimento
do ostiolo, em ambas as faces, espessura da epiderme nas faces adaxial e abaxial,
perimetro da parede periclinal externa das células buliformes, espessura da parede
periclinal externa das células epidérmicas comuns, em ambas as faces, e das células

buliformes).
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Tabela—1 Proporg¢do dos tecidos em relagdo a area total da lamina foliar: feixes
vasculares (FV%); bainha do feixe vascular (BFV%); esclerénquima
(ESC%); epiderme da face adaxial (EAD %); epiderme da face abaxial
(EAB); cé¢lulas buliformes (BUL %); xilema (X%); floema (FL%); mesofilo

(MES%) de cinco genotipos de cana-de-agucar.

Genotipos FV BFV  ESC EAD EAB BUL X FL MES

RB855113 10,50a 13,78b 3,30a 2,99a 5,84a  30,20a  3,03a 2,76ab 27,55a
RB867515 11,22a 15,66ab 3,34a 3,86a 5,83a  25,15b  3,22a 3,34a 28,15a
RB957689 10,46a 17,11a 3,22a 3,77a  6,05a 24,55b 2,82a 2,67b 29,35a
SP80-1816 11,67a 16,60a 2,73a 3,46a  6,10a  25,10b 3,0la 2,97ab 28,29a
SP80-1842 11,31a 16,97a 3,58a 3,59a 5,80a 24,37b  3,16a 2,59b 28,6la
CV% 6,17 7,14 18,00 13,71 11,02 2,58 11,03 10,69 4,31
Me¢édias seguidas por mesma letra numa coluna ndo diferem pelo teste de tukey

(P<0,05).

Tabela — 2 Valores médios de densidade de estdmatos nas faces adaxial e abaxial (DAD
e DAB), densidade de tricomas nas faces adaxial e abaxial (TAD e TAB), em

genotipos de cana-de-agucar.

Genotipos Estomatos mm Tricomas mm™
DAD DAB TAD TAB
RB855113 85,60a 163,40a 31,25a 121,04a
RB867515 71,20b 144,00b 25,58b 88,44bc
RB957689 83,60a 139,80b 26,30b 85,56bc
SP80-1816 77,00ab 144,60b 19,18¢ 98,12b
SP80-1842 77,60ab 140,80b 16,84c 82,81c
CV% 7,12 3,69 10,85 7,53

Meédias seguidas por mesma letra numa coluna ndo diferem pelo teste de tukey
(P<0,05).
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Tabela — 3 Valores médios de comprimento de ostiolo nas faces adaxial e¢ abaxial
(COAD e COAB), espessura da epiderme nas faces adaxial e abaxial (EEAD e
EEAB) e perimetro da parede periclinal externa das células buliformes (PEB) em

genotipos de cana-de-agucar.

Gen(')tipos COAD COAB EEAD EEAB PEB
______ um —

RB855113 23.42a 26,06a 13,09b 12,22a 98,64ab

RB867515 21,10b 23,49b 15,54a 12,42a 81,95¢

RB957689 21,27b 23,86b 15,23a 12,50a 75,43c

SP80-1816 19,76b 22,67bc 15,44a 12,45a 108,29a

SP80-1842 19,58b 21,52¢ 14,62ab 11,80a 89,99bc
CV% 4,52 4,16 5,39 7,39 19,74

Me¢dias seguidas por mesma letra numa coluna ndo diferem pelo teste de tukey
(P<0,05).

Tabela — 4 Valores médios de espessura da paredelO periclinal externa das células
buliformes (PBL), nas células epidérmicas na face adaxial (PAD) e na face abaxial

(PAB) de folhas de genotipos de cana-de-acucar.

Genotipos EBL EAD EAB CV%
________ m
RB855113 2,38Ab 4,24abA 3,85abA 6,91
RB867515 2,44aB 4,71aA 4,29aA 6,78
RB957689 2,66aC 4,06bA 3,50bB 5,86
SP80-1816 2,78aB 4,14abA 3,88abA 5,00
SP80-1842 2,67aB 3,97bA 3,75abA 6,50
CV% 8,18 7,39 7,57

Meédias seguidas por mesma letra minuscula numa coluna nao diferem estatisticamente
pelo teste de tukey (P<0,05). Médias seguidas por mesma letra maituscula numa linha
ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey (P<0,05).
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Tabela — 5 Correlagdes entre as dose variaveis originais referentes a anatomia da segao
transversal da lamina foliar da cana-de-acucar, e as duas variaveis candnicas (CAN1
e CAN2). Porcentagem de informacdo retida e acumulada em CAN1 e CAN2, e

ordenagdo das varidveis quanto ao seu poder discriminatorio.

Variaveis CAN1 Ordem CAN2 Ordem
Densidade de estomatos na face adaxial (.mm™) 0,05 10 0,20 5
Densidade de estomatos na face abaxial (.mm™) 0,19 6 -0,24 10
Densidade de tricomas na face adaxial (mm?) 0,34 3 0,22 4
Densidade de tricomas na face abaxial (.mm'z) 0,06 9 -0,01 7
Comprimento do ostiolo na face adaxial (um) 0,29 5 0,28 3
Comprimento do ostiolo na face abaxial (um) 0,17 7 -0,12 8
Espessura da epiderme na face adaxial (um) -0,33 12 -0,33 12
Espessura da epiderme na face adaxial (um) 0,34 4 0,10 6
Perimetro parede periclinal externa das células

buliformes (um) 0,54 1 -0,19 9
Espessura da parede periclinal externa sobre as

células buliformes (pm) -0,23 11 -0,25 11
Espessura da parede periclinal externa sobre as

células epidérmicas comuns na face adaxial (um) 0,39 2 0,60 1
Espessura da parede periclinal externa sobre as

células epidérmicas comuns na face abaxial (um) 0,10 8 0,42 2
Informacao retida (%) 78,99 91,48
Informacao acumulada (%) 78,99 12,49
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4. COMPOSICAO QUIMICA DA CERA EPICUTICULARE
CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE FOLIAR EM GENOTIPOS DE

CANA-DE-ACUCAR

Chemical Composition of Epicuticular Wax and Leaf Surface Characterizaton In

Sugarcane Genotypes

4.1 RESUMO - Objetivou-se neste trabalho avaliar a composi¢do quimica da
cera epicuticular e caracterizar a superficie foliar dos cultivares de cana-de-
acucar RB855113 (sensivel a mistura de herbicidas trifloxysulfuron-sodium +
ametryn), SP80-1842, SP80-1816 e do clone RB957689 (com média
sensibilidade a mistura de herbicidas) e do cultivar RB867515 (tolerante). A cera
epicuticular foi extraida e quantificada e os seus constituintes analisados por
cromatografia a géas acoplada a espectrometro de massa (CG-EM). Para a
determinacdo da composi¢do quimica, assim como a caracterizacao da superficie
foliar dos cultivares avaliados, amostras de lamina foliar foram coletadas e
submetidas a microscopia eletronica de varredura, para caracterizacao das faces
adaxial e abaxial. A andlise das amostras revelou a presenga de hidrocarbonetos,
esterdides, ésteres graxos, alcoois e aldeidos. A cera do cultivar sensivel a
mistura (RB855113), apresentou menor niumero de componentes quimicos e
predominancia de ésteres graxos de cadeia mais curta que os encontrados nos
demais cultivares, e pequena propor¢do de esterdides e hidrocarbonetos. Nos
cultivares com média sensibilidade (SP80-1842 e RB867515), a cera apresentou

maior propor¢do de hidrocarbonetos e esterdides. A cera do cultivar RB855113
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apresentou polaridade intermedidria, porém, menos polar que a cera do cultivar
RB867515 (tolerante a mistura). Nao foram observadas diferencas marcantes
entre os cultivares no que se refere a micromorfologia foliar.

Palavras-chave: composi¢do quimica, Saccharum spp, micromorfologia foliar ¢

cromatografia a gés.

4.2 ABSTRACT - This study aimed to evaluate the chemical composition of
epicuticular wax and to characterize the foliar surface in the sugarcane cultivars
RB85113 (sensitive to trifloxysulfuron-sodium + ametryn herbicide), SP80-1842,
SP80-1816, the clone RB957689 (with medium sensitivity to trifloxysulfuron-
sodium + ametryn herbicide) and the cultivar RB867515 (tolerant). The
epicuticular wax was extracted and quantified, and its contents were submitted to
gas chromatography, acoplated to a mass spectrometer. Samples of foliar slides
were collected and submitted to electron scanning microscopy to characterize
adaxial and abaxial sides, and to determine chemical composition. This analysis
showed the presence of hydrocarbon, steroids, steres graxos, alcohols and
aldehyde. The cultivar RB85113 presented wax with lower chemical
composition, predominance of steres graxos and low proportion of hydrocarbon.
In SP80-1842 and RB867515, the wax presented higher proportion of
hydrocarbon and steroids. In RB85113, the wax polarity was intermediate,
however, the polarity in RB867515 was higher. In relation to foliar

Micromorphology, there were not relevant differences.

Key words: chemical composition, Saccharum spp, foliar micromorfology e gas

chromatography.
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4.3 INTRODUCAO

Os herbicidas podem penetrar nas plantas por suas estruturas aéreas
(folhas, caules, flores e frutos) e subterraneas (raizes, rizomas, tubérculos etc.),
pelas sementes e, também, durante a germinacao e a emergéncia, pela radicula e
pelo cauliculo (Silva et al., 2000). Contudo, s@o as folhas, o principal 6rgao das
plantas daninhas envolvido na penetracdo de herbicidas aplicados em pds-
emergéncia (Procopio et al., 2003). Portanto, o conhecimento dos mecanismos
responsaveis pela penetragdo dos herbicidas em tecidos vegetais pode auxiliar no
desenvolvimento de novas técnicas, visando a melhoria da eficiéncia desses
produtos no controle de plantas daninhas.

Em conseqiiéncia da evolucdo quimica e bioldgica dos organismos vivos,
desenvolveu-se uma série de estruturas, de natureza polimérica, que os isolam e
os protegem das variacdes do meio ambiente. Esta func¢ao ¢ assumida nas plantas
superiores pela cuticula ou membrana cuticular (Herédia et al., 1998).

A cuticula cobre as paredes periclinais externas das células epidérmicas
formando um revestimento constituido, principalmente, por substancias lipidicas.
A cuticula ¢ a principal via de absorcdo dos herbicidas, o que torna o seu
conhecimento de importancia fundamental nos estudos de absorcdo desses
compostos (Procopio et al., 2003).

Esse revestimento sobre a parede celuldsica primdaria, do interior para o

exterior, ¢ constituido por cuticula secundaria ou parede cutinizada (cuticula
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mais parede), cuticula priméaria ou cuticula propriamente dita, onde se encontra a
cera embebida e, sobre o revestimento cuticular, na parte mais externa, a cera
epicuticular (Herédia et al., 1998).

A composi¢do quimica do revestimento cuticular ¢ variada, sendo a cutina e a
cera seus principais componentes. A cutina ¢ um biopoliéster insoltvel, de
elevado grau de entrecruzamento entre os acidos graxos hidroxilados de cadeia
longa que a compdem, enquanto a cera apresenta-se embebida neste polimero ou
depositada no exterior da cuticula (epicuticular). A cera epicuticular pode ser
depositada em uma variedade de formas fisicas; em algumas plantas, formam
camadas finas, em outras, podem formar placas ou cristais de diferentes
tamanhos e formas. Devido a sua composi¢cao quimica, refletida no grau de
cristalidade, e a possibilidade de constituir na superficie da membrana cuticular
uma pelicula que atua como uma interfase entre a célula vegetal e o meio, a cera
se destaca como a principal barreira protetora frente as perdas de agua por
transpiragcdo excessiva, a acao de patdogenos, as radiacdes solares e a entrada de
produtos quimicos e contaminantes (Heredia et al., 1998).

A quantidade e a composi¢ao da cera epicuticular varia com a espécie e
com a variedade. As diferencas dependem, também, das condi¢des climaticas, do
organismo estudado e da fenologia da planta. A cera epicuticular ¢ uma
complexa mistura de diferentes compostos alifaticos. Normalmente, esses
compostos contém séries homodlogas de alcanos, alcoois (primarios e
secundarios), aldeidos, acidos, cetonas, p-dicetonas, B-dicetonas e é&steres

(Bianchi & Bianchi, 1990).
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Segundo Ahrens (1994), substincias polares sdao mais facilmente
absorvidas por plantas que apresentam cera epicuticular com composi¢ao
quimica mais polar.

Os cultivares e clones de cana-de-aclicar apresentam sensibilidade
diferenciada a herbicidas, sendo que a aplicagao destes produtos pode promover
niveis elevados de fitotoxicidade, ocasionando perdas na produgdo (Procopio et
al., 2003). Esse grau de sensibilidade pode estar associado a morfologia da
superficie foliar, bem com a composi¢ao quimica da cera epicuticular.

Este trabalho teve como objetivos caracterizar micromorfologicamente a
superficie foliar e determinar a composi¢do quimica da cera epicuticular dos
cultivares de cana-de-agucar RB855113, RB867515, SP80-1816, SP80-1842 ¢ do
clone RB957689, relacionando tais conhecimentos ao grau de tolerancia dos

materiais estudados a mistura de herbicidas (trifloxysulfuron-sodium + ametryn).

4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP)
do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, em
ambiente protegido. O ensaio foi conduzido em vasos contendo seis litros de
substrato, composto de argissolo vermelho-amarelo adubado, conforme
recomendagdo para a cultura da cana-de-agticar (CFSEMG, 1999). Em cada vaso
foram plantados dois toletes com uma gema cada. O delineamento experimental

utilizado foi o de blocos casualizados com cinco repeticdes.
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Em trabalho anterior, foi verificada a sensibilidade de 15 cultivares de
cana-de-acicar a mistura dos herbicidas trifloxysulfuron sodium + ametryn;
desses cultivares, foram selecionados, para estudos anatdmicos € quimicos, 0s
cultivares RB855113 (sensivel a mistura herbicida), SP80-1842, SP80-1816, o
clone RB957689 (medianamente sensiveis a mistura) e o cultivar RB867515
(tolerante a mistura). Os dois herbicidas da mistura apresentam estrutura
molecular hidrofilica ou seja, com alta polaridade.

As folhas foram coletadas aos 60 dias apds a emergéncia € a cera
epicuticular foi extraida da primeira folha com ligula totalmente visivel
utilizando-se a metodologia de Hamilton (1995), com modificagdes. Para isso,
uma folha de cada repeti¢dao foi introduzida, separadamente, em placa de petri
com 100 mL de cloroférmio por 30 segundos, agitando-se levemente. Esse
procedimento foi realizado cuidadosamente para se evitar a ruptura das folhas e a
conseqiiente liberagdo dos compostos celulares. Os extratos obtidos foram
filtrados com papel de filtro e transferidos para um béquer, onde foram
evaporados em banho-maria, até reduzir o volume para, aproximadamente, 15
mL. Esta solugdo (cloroférmio mais cera) foi transferida para tubos de ensaio de
25 mL, de peso conhecido. O cloroférmio foi evaporado em banho-maria para
obtencdo do residuo solido (cera). A quantificacdo da cera foi expressa pela
quantidade de cera por unidade de area foliar (ug cm™). Para determinacdo da
area das folhas de cada cultivar, utilizada para extragdo da cera, foi utilizado um

aparelho fotoelétrico de medicao de area foliar (AT Delta-T Devices).
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As analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Andlise e Sintese
de Agroquimicos pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Vigosa. Cada amostra foi submetida a analise em espectrometro de
infravermelho registrados entre 4000-5000 cm™ e transesterificadas através de
reagdo com H,SO,/metanol. As amostras foram submetidas ao processo de
transesterificagdo para o preparo de seus respectivos €steres metilicos de acidos
graxos, de acordo com o seguinte procedimento: em cada tubo de ensaio
contendo 2 a 5 mg, as amostras foram adicionadas em 1 mL de solucdo 2% de
H,SO, em metanol. Apds duas horas, em banho-maria, a temperatura de 55° C, as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 10
mL de hexano, e a mistura transferida para um funil de separagdao. A fase
organica foi separada e lavada com solucdo saturada de NaCl (2x10mL) e, em
seguida, concentrada em evaporador rotatdrio, dissolvidas em 0,2 mL de hexano
e injetadas (Um) em cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas.
Os ésteres metilicos obtidos juntamente com a fragdo organica foram submetidos
a cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM).

As andlises cromatograficas foram realizadas em aparelho GC-MS PQ
5050A (Shimadzu), utilizando-se coluna capilar DB-1 (30m; 0,25 mm de
diametro interno; filme de 0,25 pm) e hélio como gas de arraste. A temperatura
do injetor foi de 290°C, com temperatura inicial de 80°C, por 5 minutos,
aumentando de 80°C a 285°C na razio de 4°C min'. A temperatura final
permaneceu em 285°C por 40 minutos. A temperatura do detector foi de 290°C ¢

a temperatura da interface do sistema CG-EM foi de 290°C. O detector de massas
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operou com ionizacdo de chama por impacto de elétrons (70 ev) e varredura de
massas de 30 a 600 Da. Foi injetado 1 yL de cada amostra, e a identificagdo dos
compostos foi realizada por meio de comparacdo dos espectros de massas das
amostras com aqueles existentes no banco de dados (Wiley 229.000).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada no Centro de
Microscopia e Microanalise (CMMA) da Universidade Federal de Vigosa.
Amostras do limbo foliar dos 5 cultivares de cana-de-agucar foram coletadas para
observacao em microscopia eletronica de varredura. Apos a coleta, as amostras
foram seccionadas em fragmentos de 0,5 cm?, fixadas em solucao de FAA5, por
24 horas a 4°C. O material foi desidratado em série etilica progressiva, até etanol
absoluto; seco em ponto critico com CO, liquido (CPD Bal-tec 030), de acordo
com Bozzola & Russel (1991), e depois fixados em “stubs” com fita dupla face,
onde as amostras foram recobertas com ouro (aproximadamente 20 nm), pelo
processo de pulverizacdo catédica, em equipamento Balzers de congelamento a
seco (modelo FDU 010), acoplado ao conjunto de pulverizacao catodica (modelo
SCA 010). A observacao e a documentacdo fotografica foram realizadas em
microscopio eletronico de varredura (LEO UP 1430).

Os dados referentes a quantidade de cera epicuticular foram submetidos a

analise de variancia e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Composicao quimica da cera epicuticular

A quantidade de cera epicuticular extraida (Figura 1) foi maior nos
cultivares RB867515 (23,22 pg cm™), considerado mais tolerante a mistura de
herbicidas, ¢ RB855113 (22,62 pg cm™), sensivel & mistura de herbicidas,
diferindo estatisticamente do clone RB957689 (16,39 pg cm™) ¢ do cultivar
SP80-1816 (16,26 pg cm™). Ja o cultivar SP80-1842 apresentou quantidade
intermediaria de cera (20,48 pg cm™). Os valores obtidos em relagdo a
quantidade de cera epicuticular em folhas de cana-de-actcar estdo de acordo com
relatos na literatura (Ebercon et al., 1977; McWhorter, 1993).

A cera de cada material avaliado foi submetida a analise espectroscopica na
regido do infravermelho e caracterizada como uma mistura de ésteres de cadeia
longa (Figura 2). Estas observagdes sao indicadas pelas bandas em 2915 e 2846
cm” (deformacio de CH, e CH;), 1726 cm™ (deformacio de C=0 de éster),
1225-1272 em™ (deformacdo de C-0), 719 cm™ (deformacéo de [CHa],, n>4). As
misturas de ésteres foram submetidas a reagao de transesterificagdo com
H,SO4/metanol. Os ésteres metilicos e outros compostos organicos presentes na
mistura foram identificados por comparagdo com aqueles contidos na biblioteca
do aparelho (Wiley 229.000). Os compostos identificados estdo relacionados na
tabela 1.

Nas amostras submetidas a espectrometria de massas, foram encontradas mais
de 50 constituintes (Tabela 1). Os grupos de compostos encontrados na cera

epicuticular dos cinco cultivares foram hidrocarbonetos, alcoois, esteroides,
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acidos graxos e aldeidos. Os hidrocarbonetos sdo os componentes menos polares
(mais hidrofobicos) encontrados na cera epicuticular dos cultivares de cana-de-
agucar.

Os componentes tetradecano, hexanoato de metila, 9Z-octadecenoato de
metila, octadecanoato de metila, icosanoato de metila, docosanoato de metila ¢
tetracosanoato de metila foram encontradas em todos os cinco cultivares
avaliados (Tabela 1).

O componente encontrado em maior propor¢do no cultivar SP80-1842 foi
hexadecanoato de metila (18,23%), no cultivar RB855113, hexanodioato de
dimetila (17,36%), octadecanoato de metila, no clone RB957689 (16,91%),
dotriacontanoato de metila e um esterdide, no cultivar RB867515 (10,28 ¢
10,42%) e um esterdide ocorreu em maior propor¢ao no cultivar SP80-1816
(12,28%) (Tabela 1).

O cultivar RB855113, apresentou em sua cera, menor variedade de
componentes quimicos (apenas 15 componentes) do que os demais genotipos
avaliados. No cultivar SP80-1816 foi observado o maior numero de componentes
quimicos entre os gen6tipos (31 componentes).

Os ésteres graxos formam o grupo de compostos quimicos encontrados em
maior propor¢ao na cera epicuticular dos cultivares avaliados. A cera do cultivar
RB855113 apresentou maior proporcao de €steres graxos, com 87,24 %, porém,
esses ésteres graxos apresentam cadeia mais curta do que os encontrados nos

demais genotipos. A quantidade de ésteres graxos encontrados nos demais
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gendtipos foi de 61,62 % no SP80-1842, 63,05 % em RB957689, 42,50 % em
RB867515 e 49,52 % em SP80-1816 (Tabela 2).

Os hidrocarbonetos foram encontrados em maior propor¢cdo nos cultivares
SP80-1842 e RB867515, chegando 18,16% e 18,06%, respectivamente, enquanto
no clone RB957689 e no cultivar RB855113 a quantidade de hidrocarbonetos foi
de 5,76% e 9,18%, respectivamente. No cultivar SP80-1816, a propor¢ao foi de
13,87%. Segundo Hamilton (1995), os hidrocarbonetos estdo presentes em quase
toda a superficie lipidica das plantas, variando quantitativamente de tragos até
50% da quantidade total, porém, sdo predominantes em poucos casos. De acordo
com Chachalis et al. (2001), os hidrocarbonetos de cadeia longa sio menos
polares que alcoois e ésteres. Monquero et al. (2004), trabalhando com as plantas
daninhas Commelina benghalensis, Ipomoea grandifolia ¢ Amaranthus hybridus,
observaram que C. benghalensis, que possui maior tolerdncia ao glyphosate
apresentou maior propor¢dao de hidrocarbonetos na cera epicuticular, altamente
hidrofobicos (pouco polares) contraria a polaridade do glyphosate que ¢
altamente hidrofilico (Sandberg et al., 1980).

Alcoois e aldeidos foram observados em pequena propor¢io, sendo que, cada
componente ocorreu em apenas um genétipo. Alcoois foram encontrados em
proporcao significativa apenas no cultivar SP80-1816, com 1,93% e aldeidos no
clone RB957689, com 1,76%, nos demais genotipos foram observados tracos
desses componentes.

Na cera epicuticular dos cultivares SP80-1842, RB867515, SP80-1816 e do

clone RB957689, a proporcao de esterdides encontrados foi elevada, chegando a
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20,20%; 35,78%; 29,30% e 19,26%, respectivamente. O cultivar RB855113
apresentou apenas 2,17% de esterdides. Chachalis et al. (2001) afirmam que a
propor¢ao de triterpenos (esterdides) pode chegar a 62,00% em folhas mais
jovens, tendendo a cair nas folhas adultas.

Ao avaliar a composi¢do quimica da cera epicuticular dos cinco cultivares,
pode-se estabelecer uma ordem de polaridade. Dessa forma, a cera do cultivar
SP80-1816 (média sensibilidade a mistura de herbicidas) foi considerada a mais
polar, seguida da cera dos cultivares RB855113 (sensivel), RB867515 (tolerante)
e do clone RB957689 (média sensibilidade) e cultivar SP80-1842 (média

sensibilidade) como o menos polar.

4.5.2 Caracterizacdo da superficie foliar

Na face adaxial podem ser observados em todos os materiais, tricomas
espiniformes e glandulares (Figura 3A-F). Na face adaxial, os tricomas estdo
distribuidos em fileiras, alternados com fileiras de estomatos e faixas de células
buliformes (Figura 1A,B). Na face abaxial observa-se maior concentracdo de
tricomas do que na face adaxial; esses tricomas estdo distribuidos em fileiras
alternadas com as fileiras de estomatos, e esse padrdo ¢ comum em todos os
materiais (Figuras 3A, B). Desde 1952, estudos de Van Dillewijn ja descreviam a
superficie foliar de cana-de-agticar, onde a epiderme apresenta formag¢des como
células buliformes, estomatos do tipo paracitico, células de silica e tricomas.
Astschawager (1925) distinguiu trés zonas na epiderme de cana-de-aucar: 1) uma

central, que consiste de células longas alternadas com grupos de células curtas,
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apresentando tricomas e c€lulas de silica; 2) uma de estobmatos; 3) uma marginal,
que consiste de células longas alternadas com células curtas, apresentando
também tricomas e células de silica. Este autor também destacou a importancia
da face abaxial da epiderme da folha na identifica¢do de variedades cultivadas de
cana-de-agucar, onde se observam caracteristicas como a distribuicao dos
tricomas e dos estomatos.

Foi observada cera epicuticular em ambas as faces; a cera esta na forma de
granulos muito pequenos, espalhados na superficie foliar e cobrindo todos os
tipos de células, e depositadas principalmente em depressdes localizadas na
regido anticlinal das células da epiderme (Figuras 3E, B). Em todas os gendtipos
pode ser observada a formacao bastonetes de cera (Figuras 3F). A cera, em
alguns casos, cobre totalmente os estdmatos e se deposita sobre os tricomas
(Figura 3D, E).

Por meio desta caracterizacdo quimica e micromorfoldgica apresentada,
pode-se afirmar que, existe diferenca apenas na composi¢do quimica da cera
epicuticular entre os cultivares, porém, sem relagdo direta com o grau de
sensibilidade a mistura de herbicidas. No cultivar RB855113, mais sensivel a
mistura, a cera apresentou polaridade intermedidria, sendo que, no cultivar
RB867515 (tolerante a mistura de herbicidas) foi observado maior polaridade dos
componentes da cera em relagdo ao cultivar mais sensivel. Os cultivares e clones
de cana-de-agicar ndo apresentaram diferencas marcantes em sua

micromorfologia, sendo todos muito semelhantes. Todavia os fatores quimicos e
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micromorfologicos devem ser analisados em conjunto com as caracteristicas

anatomicas e fisiologicas.
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Figura — 1 Cera epicuticular (g cm-?) em cinco gendtipos de cana-de-agicar.
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Figura — 2 Espectro no infravermelho (NaCl) da fracdo da amostra da cera

epicuticular do cultivar de cana de agucar RB855113 (mistura de ésteres

graxos).
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C e D) e RB855113 (E e F); (A) vista geral da face adaxial; (B) vista geral

da face abaxial; (C) detalhe de estdmatos e células buliformes recobertos por
cera na face adaxial; (D) detalhe de tricomas espiniformes e glandulares na
face adaxial; (E) detalhe de tricoma glandular, células buliformes e
estdmatos recobertos por cera na face adaxial; (F) detalhe de cera formando
cubos e pequenos grumos na face abaxial. ES: estomatos; CR: cera
epicuticular; CBL: células buliformes; TE: tricoma espiniforme; TG: tricoma

glandular.
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Tabela—1 Composi¢do quimica (%) da cera epicuticular das folhas de cinco genétipos de cana-de-agucar.

Tr Compostos SP80-1842 RB855113 RB957689 RB867515 SP80-1816
Cultivares

17,66 Tetradecano 6,91 4,16 2,66 3,72 2,64
24,01 Pentadecano 1,01 - - - -
26,45 6E-Octadecenoato de metila* 0,74 - - - -
27,15  Tetradecanoato de metila* 4,95 - 1,25 - 0,68
29,14 n.i 2,14 - - - -
29,39 Hexadec-1-eno 3,92 - - - 0,8
29,66 1-Metilpentadecano 3,55 - - - -
29,91  Pentadecanoato de metila* 3,18 1,65 - - -
31,81 9E-Hexadecenoato de

metila* 6,59 4,37 - - -
32,53  Hexadecanoato de metila* 18,23 14,83 10,54 2,51 5,11
34,80 Hexadecano 1,77 1,67 - - 1,6
35,05 n.i - 1,41 0,87 - -
36,70 9Z-Octadecenoato de metila* 3,97 5,39 1,49 1,39 1,67
37,45 Octadecanoato de metila* 3,89 13,52 16,91 2,23 3,39
39,28 Tetracosan-1-ol - - - - 1,21
39,48 Heptadecano - - - - 1,97
41,20 n.i - - 0,93 - 1,61
41,68 Icosano - - - - 1,25
41,95 Icosanoato de metila* 3,41 8,34 5,3 3,06 7,51
43,17 Hexanodioato de dimetila* 5,89 17,36 1,51 4,86 8,36
43,62 Hexacosan-1-ol - - - - 0,72
43,81 Docosano - 1,44 - - 1,99
46,10 Docosanoato de metila* 3,88 10,3 4,5 4,04 8,07
46,69 Tetracosano - 1,91 1,03 1,62 0,96
46,79 Octacosano - - - - 1,26
46,93 n.i - - - - 0,8
49,97  Tetracosanoato de metila* 3,37 11,48 3,79 4,65 8,7
52,49 Esteroide - 2,17 - - -
53,24 Hexatriacontano - - 0,97 - -
53,51 Triacontanoato de metila* - - 2,19 - 2,14
53,58  Heptacosanoato de metila* 1,38 - - 3,76 -
55,04 n.i - - 2,36 0,79 -
55,18 Esteroide 2,25 - 0,98 2,24 -
55,31 Octadecanal - - 1,1 - -
55,33 n.i - - - 2,21 -
55,41 Esteroide 2,34 - - - -
55,70 n.i - - 3,52 0,98 -
55,97 Esteroide 5,62 - 1,05 5,46 1,44
56,60 Octatriacontano - - 1,1 1,8 1,33
56,65 Pentatriacontano 1 - - - -
56,91 Heptacosanoato de metila* - - 8,88 1,8 1,4
57,31 Esteroide 1,15 - - - -
58,57 n.i - - 0,98 1,89 -
58,78 Esteroide - - - 10,42 -
59,34 n.i - - 0,98 - -
59,82 Esteroide 6,07 - 2,36 - 12,28
60,74 Esteroide 2,78 - 1,18 5,2 5,06
61,04 dotriacontanoato de metila* - - 3,89 10,28 1,22
62,00 Esteroide - - 0,98 - 1,14
62,55 n.i - - - - 2,97
63,32 Esteroide - - 4,89 2,58 8,04
63,97 Hexadecanal - - 0,66 - -
64,62 Esteroide - - 7,82 18,6 1,34
66,89 2,4,6,8-

tetrametiloctacosanoato de
metila* - - 2,8 3,9 1,34

n.i: ndo identificado. Tr: tempo de retencio. * Esteres graxos
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Tabela — 2 Grupos de compostos (%) encontrados na cera epicuticular dos cinco

gendtipos de cana-de-agucar avaliados.

Composicéo SP80-1842 RB855113 RB957689 RB867515 SP80-1816
Cultivares
Hidrocarbonetos 18,16 9,18 5,76 18,06 13,87
Alcoois 0 0 0 0 1,93
Esteroides 20,21 2,17 19,26 35,78 29,3
Esteres graxos 61,62 87,24 63,05 425 49,52
Aldeidos 0 0 1,76 0 0
ND 0 1,41 10,17 3,66 5,38
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O cultivar RB855113 apresentou maior sensibilidade a mistura de herbicidas,
mesmo nas doses mais baixas. Os cultivares SP80-1842, SP80-1816, SP79-1011
e RB957689 apresentaram média sensibilidade.

O cultivar RB855113, apresentou diferengas anatomicas relevantes em
relagdo aos demais genotipos (com sensibilidade média e tolerante), como maior
densidade de estdmatos, em ambas as faces, maior comprimento do ostiolo, em
ambas as faces, maior densidade de tricoma, em ambas as faces, menor espessura
de epiderme na face adaxial, maior propor¢do de células buliformes. Tais
caracteristicas podem estar intimamente associadas ao grau de sensibilidade dos
materiais a mistura de herbicidas.

No que se refere a composicdo quimica da cera epicuticular, foram
observados diferengas marcantes entre os cultivares. Todavia, ndo se constatou
relacdo direta entre polaridade dos componentes da cera e o grau de sensibilidade
a mistura de herbicidas. Com relacdo a micromorfologia da lamina foliar, ndo

foram observadas diferencas marcantes entre os materiais.

6. CONCLUSAO
Entre as caracteristicas anatomicas (anatomia quantitativa), quimicas e
micromorfologicas, as primeiras, praticamente definiram as diferencas

relacionadas ao grau de sensibilidade a mistura de herbicidas entre os cultivares.
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