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RESUMO

PAULA, Dilma Francisca de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2026. Controle quimico e respostas ao glifosato em espécies de Commelina e
mecanismos de resisténcia ao herbicida em Digitaria insularis. Orientador: Joao
Carlos Cardoso Galvao. Coorientadores: Ricardo Alcantara de La Cruz, Aristea
Alves Azevedo, Mariana Beatriz Teixeira Diniz e Laryssa Barbosa Xavier da Silva.

As plantas daninhas constituem um dos principais fatores limitantes da produtividade
agricola, e o uso intensivo do glifosato tem favorecido a persisténcia de espécies de
dificil controle, como as do género Commelina e a evolugao de biétipos resistentes
ao herbicida, como Digitaria insularis. Dessa forma, os objetivos deste estudo foram:
i) avaliar a eficacia de herbicidas aplicados isoladamente e em mistura no controle
de espécies de Commelina, ii) investigar os efeitos do glifosato sobre o acumulo de
acido chiquimico, a resposta dos compostos fendlicos e a anatomia foliar em
Commelina benghalensis e Commelina diffusa, e iii) caracterizar os mecanismos de
resisténcia ao glifosato associados ao sitio de acao em bibtipos de Digitaria insularis.
A eficacia de herbicidas no controle de espécies de Commelina foi avaliada em
experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, por meio de avaliacdes visuais de
controle aos 28 e 60 dias ap6s a aplicacdo (DAA) e da reducdo da massa seca da
parte aérea. Os efeitos do glifosato em C. benghalensis e C. diffusa foram avaliados
por meio da determinacdo do acumulo de &cido chiquimico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), das respostas dos compostos fendlicos totais pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu e de analises anatbmicas foliares. Em
Digitaria insularis, a resisténcia ao glifosato foi caracterizada por curva de dose-
resposta, determinacao do acumulo de acido chiquimico, sequenciamento do gene
EPSPS e quantificacdao do numero de cépias desse gene por qPCR. A eficacia dos
herbicidas variou entre as espécies de Commelina, com diferencas interespecificas
nas respostas de controle. Em C. benghalensis, triclopir, triclopir + glifosato e 2,4-D +
saflufenacil proporcionaram os maiores niveis de controle e redugdo da biomassa.
Em C. diffusa, triclopir, carfentrazona + glifosato e saflufenacil + glifosato foram os
mais eficientes no controle. C. erecta apresentou maior sensibilidade aos herbicidas,
sendo controlada por 2,4-D, dicamba, triclopir, flumioxazina, glufosinato de aménio e
pela maioria das misturas com glifosato. As misturas de herbicidas apresentaram
interacGes aditivas, sinérgicas e antagbnicas, demonstrando que a resposta as
associagcdes depende da espécie e da combinacdo de herbicidas. A mistura
flumioxazina + glifosato foi a Unica que apresentou efeito antagbnico nas trés
espécies avaliadas. O glifosato promoveu



acumulo de acido chiquimico em C. benghalensis e C. diffusa. O herbicida reduziu
os compostos fendlicos, principalmente em folhas expandidas, e promoveu
alteracbes anatdbmicas caracterizadas por clorose, necrose, deformacdes
estomaticas, reducao da espessura da cuticula, hiperplasia do mesofilo e danos aos
feixes vasculares. Em conjunto, esses resultados evidenciaram que a resposta ao
glifosato envolve alteragcbes bioquimicas e estruturais, mesmo em espécies
tolerantes, e instiga estudos futuros para avaliar os mecanismos fisiolégicos que
permitem a espécie sobreviver ao glifosato. Os biétipos de Digitaria insularis
apresentaram baixo fator de resisténcia ao glifosato. A resisténcia foi explicada pela
ocorréncia simultanea da mutacao Pro106Thr e do aumento do nimero de cépias do
gene EPSPS, caracterizando mecanismos de resisténcia relacionados ao sitio de
acao. Assim, os resultados ampliam o conhecimento sobre a resposta de
importantes plantas daninhas ao glifosato, identificam alternativas mais eficientes
para o manejo de espécies de Commelina e reforcam a importancia do
desenvolvimento de estratégias destinadas a retardar a evolugcéao da resisténcia aos
herbicidas.

Palavras-chave: alteracdes estruturais; manejo quimico; metabolismo secundario;
mecanismo de acgdo ; plantas daninhas; resisténcia; herbicidas; sitio-alvo.



ABSTRACT

PAULA, Dilma Francisca de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2026.
Chemical control and responses to glyphosate in Commelina species and
herbicide resistance mechanisms in Digitaria insularis. Adviser: Joao Carlos
Cardoso Galvao. Co-advisers: Ricardo Alcantara de La Cruz, Aristea Alves Azevedo,
Mariana Beatriz Teixeira Diniz and Laryssa Barbosa Xavier da Silva.

Weeds are among the major factors limiting agricultural productivity, and the
intensive use of glyphosate has favored the persistence of difficult-to-control species,
such as those of the genus Commelina, as well as the evolution of herbicide-resistant
biotypes, such as Digitaria insularis. Therefore, the objectives of this study were to: i)
evaluate the efficacy of herbicides applied alone and in mixtures for the control of
Commelina species; ii) investigate the effects of glyphosate on shikimic acid
accumulation, phenolic compound responses, and leaf anatomy in Commelina
benghalensis and Commelina diffusa; and iii) characterize glyphosate resistance
mechanisms associated with the target site in Digitaria insularis biotypes. The
efficacy of herbicides for the control of Commelina species was evaluated in
greenhouse experiments through visual assessments of control at 28 and 60 days
after application (DAA) and reductions in shoot dry matter. The effects of glyphosate
on C. benghalensis and C. diffusa were evaluated by determining shikimic acid
accumulation using high-performance liquid chromatography (HPLC), assessing total
phenolic compounds using the Folin—Ciocalteu spectrophotometric method, and
performing leaf anatomical analyses. In D. insularis, glyphosate resistance was
characterized through dose-response curves, determination of shikimic acid
accumulation, EPSPS gene sequencing, and quantification of EPSPS gene copy
number by gPCR. Herbicide efficacy varied among Commelina species, with
interspecific differences in control responses. In C. benghalensis, triclopyr, triclopyr +
glyphosate, and 2,4-D + saflufenacil provided the highest levels of control and
biomass reduction. In C. diffusa, triclopyr, carfentrazone + glyphosate, and
saflufenacil + glyphosate were the most effective treatments. C. erecta showed
greater sensitivity to herbicides and was controlled by 2,4-D, dicamba, triclopyr,
flumioxazin, glufosinate-ammonium, and most glyphosate mixtures. Herbicide
mixtures exhibited additive, synergistic, and antagonistic interactions, demonstrating
that responses to mixtures depend on both the species and the herbicide
combination. The flumioxazin + glyphosate mixture was the only treatment that
showed an antagonistic effect across all three evaluated species. Glyphosate
promoted shikimic acid accumulation in C. benghalensis and C. diffusa.



The herbicide reduced phenolic compounds, particularly in expanded leaves, and
induced anatomical changes characterized by chlorosis, necrosis, stomatal
deformities, reduced cuticle thickness, mesophyll hyperplasia, and damage to
vascular bundles. Overall, these results demonstrate that the response to glyphosate
involves biochemical and structural alterations, even in tolerant species, and highlight
the need for further studies to evaluate the physiological mechanisms that enable
these species to survive glyphosate exposure.

Digitaria insularis biotypes showed a low resistance factor to glyphosate. Resistance
was explained by the simultaneous occurrence of the Pro106Thr mutation and an
increased number of EPSPS gene copies, characterizing target-site resistance
mechanisms. Thus, these results expand the knowledge of the responses of
important weed species to glyphosate, identify more effective alternatives for the
management of Commelina species, and reinforce the importance of developing
strategies aimed at delaying the evolution of herbicide resistance.

Keywords: Structural changes; Chemical management; Secondary metabolism;
Mode of action; Weeds; Resistance; Herbicides; Target site
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INTRODUGAO GERAL

O glifosato € o herbicida mais utilizado no mundo devido ao amplo espectro de
controle, elevada eficacia e a ampla adogao de culturas geneticamente modificadas
resistentes a esse herbicida. Contudo seu uso intensivo, ao longo de décadas, tem
favorecido a persisténcia de espécies tolerantes e a evolugao de bibtipos resistentes,
aumentando a complexidade do manejo de plantas daninhas (Procoépio et al., 2024;
Alcantara-de la Cruz et al., 2026).

Commelina benghalensis, C. diffusa e C. erecta apresentam toleréncia ao
glifosato. A persisténcia dessas espécies em culturas anuais e perenes esta
associada a elevada capacidade de adaptacdo, a produgdo de sementes e a
propagacao vegetativa, caracteristicas que favorecem sua sobrevivéncia e
disseminagao. Além disso, atuam como hospedeiras de pragas e apresentam elevado
teor de agua nos caules, o que dificulta as operagdes de colheita e amplia os prejuizos
agrondmicos causados por sua infestacao (Trezzi et al., 2015; Damiao et al., 2021;
Isaac, 2013).

O controle quimico de espécies do género Commelina apresenta limitagdes
devido a baixa eficacia de diversos herbicidas quando aplicados isoladamente,
principalmente em estagios avangados de desenvolvimento, em razdo da capacidade
de rebrota (Freitas et al., 2018). Diante disso, o uso de misturas de herbicidas € uma
alternativa para ampliar o espectro de controle e reduzir a pressao de sele¢cao imposta
pelo uso repetitivo de um unico mecanismo de agado. Entretanto, as respostas as
misturas depende da combinacao de herbicidas e pode resultar em efeitos sinérgicos,
aditivos ou antagébnicos, o que reforga a necessidade de estudos que identifiquem
associagdes mais eficazes para o manejo dessas plantas (Bottcher et al., 2022;
Zambrini et al., 2025).

Além da identificagdo de alternativas para o controle quimico, a avaliagao dos
efeitos do glifosato constitui outro aspecto relevante. O herbicida inibe a enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), comprometendo a via do acido
chiquimico e a sintese de aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano
(Duke & Powles, 2008). Como consequéncia, ocorre acumulo de acido chiquimico,
alteragdes na produgao de compostos fendlicos e modificagdes estruturais nos tecidos
vegetais em plantas sensiveis (Amrhein et al., 1980; Tuffi et al., 2009). Entretanto,

ainda sao escassas as avaliagbes sobre essas respostas em espécies do género
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Commelina. A caracterizagdo do acumulo de acido chiquimico, das alteragdes nos
compostos fendlicos e da anatomia foliar amplia o conhecimento sobre os efeitos do
glifosato nessas espécies e contribui para compreender as alteragbes bioquimicas e
estruturais induzidas pelo herbicida.

A evolucgao de bidtipos resistentes contitue outro importante desafio associado
ao uso do glifosato. Digitaria insularis esta entre as principais plantas daninhas em
areas cafeeiras do Brasil, onde infestagbes de 16 plantas por m2? podem reduzir a
produtividade do cafeeiro em até 41% (Amaral et al., 2023; Heap, 2024). Essa espécie
apresenta elevada capacidade de adaptacgao, associada a alta producédo de sementes
facilmente dispersas pelo vento e a reprodugao por rizomas, caracteristicas que
favorecem sua disseminacéo e dificultam o controle (Souza et al., 2024).

Diferentes mecanismos podem conferir resisténcia ao glifosato em Digitaria
insularis. Entre os mecanismos associados ao sitio de agao, estdo as mutagdes no
gene EPSPS e o aumento no numero de copias desse gene (Amaral et al., 2023).
Essas alteracbes mantém a atividade da enzima EPSPS mesmo na presencga do
herbicida (Alcantara-de la Cruz et al., 2026). A identificacdo desses mecanismos
contribui para compreender a evolugao da resisténcia em bidtipos de D. insularis e
fornece informagdes para o monitoramento da resisténcia ao glifosato.

A complexidade do manejo de plantas daninhas exige abordagens integradas
que considerem a eficacia do controle quimico, as respostas das plantas aos
herbicidas e os mecanismos envolvidos na evolucao da resisténcia. Nesse contexto,
o trabalho avalia alternativas para o controle quimico de espécies do género
Commelina, investiga os efeitos do glifosato sobre o acumulo de acido chiquimico, os
compostos fendlicos e a anatomia foliar dessas espécies, e caracteriza mecanismos
de resisténcia ao glifosato associados ao gene EPSPS em biotipos de Digitaria
insularis. Os resultados buscam ampliar o conhecimento sobre a resposta das plantas
daninhas ao glifosato e fornecem bases para futuras pesquisas que busquem o

aperfeicoamento das estratégias de manejo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a eficacia de herbicidas aplicados isoladamente e em mistura, analisar

os efeitos da aplicagéo de glifosato, no acumulo de acido chiquimico, alteragées em

compostos fendlicos e danos anatémicos em espécies do género Commelina, e

caracterizar a resisténcia ao glifosato associada ao sitio de agdo em Digitaria insularis.

Objetivos especificos

Avaliar a eficacia de herbicidas aplicados isoladamente e em misturas no
controle de Commelina benghalensis, C. diffusa e C. erecta.

Identificar interagdes entre herbicidas (sinérgicas, aditivas ou antagonicas).
Identificar, dentro de um mesmo mecanismo de acéo, quais herbicidas mantém
maior eficacia de controle em avalia¢des tardias (60 DAA).

Quantificar o acumulo de acido chiquimico apds a aplicagao de glifosato em
Commelina benghalensis, C. diffusa.

Avaliar alteracbes nos teores de compostos fendlicos totais em Commelina
benghalensis, C. diffusa.

Analisar os danos anatébmicos causados pela aplicacao de glifosato Commelina
benghalensis, C. diffusa.

Determinar o nivel de resisténcia ao glifosato em bidtipos de Digitaria insularis.

coletados em lavouras cafeeiras da Zona da Mata Mineira, com base no fator de

resisténcia.

Identificar mutagdes no gene EPSPS.

Estimar o numero relativo de cépias do gene EPSPS por qPCR.



16

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alcantara-de la Cruz, R.; Guidi, Y. M.; Ramirez-Castillo, M.; Adegas, F. S.; Carbonari,
C. A.; Velini, E. D.; De Prado, R.; Duke, S. O. Thirty Years of Glyphosate-Resistant
Crops and Weeds: Current Situation and Future Prospects. Pest Management
Science, v. 82, p. 5987-6009, 2026. https://doi.org/10.1002/ps.70742.

Amaral, G. S.; Silveira, H. M.; Mendes, K. F.; Silva, A. J.; Silva, M. F.; Carbonari, C.
A.; & la Cruz, R. A. D. Herbicide resistance status of sourgrass. Advances in Weed
Science, V. 41, p. 020230028, 2023.
https://doi.org/10.51694/AdvWeedSci/2023;41:00024.

Amrhein, N.; Deus, B.; Gehrke, P.; Steinricken, H. C. The site of the inhibition of the
shikimate pathway by glyphosate. Plant Physiology, v. 66, p. 830-834, 1980.
https://doi.org/10.1104/pp.66.5.830.

Beckie, H. J.; & Harker, K. N. Our top 10 herbicide-resistant weed management
practices. Pest management science, V. 73, p. 1045-1052,
2017. https://doi.org/10.1002/ps.4543.

Bottcher, A. A.; Albrecht, A. J. P.; Albrecht, L. P.; Kashivaqui, E. S. F.; Cassol, M.;
Souza, C. N. Z. D.; ... & Silva, A. F. M. Herbicide efficacy in the fall management of
Richardia brasiliensis, Commelina benghalensis, Conyza sumatrensis and Digitaria
insularis. Biosci J, v. 38, p. €38025, 2022. https://doi.org/10.14393/BJ-v38n0a2022-
53544.

Damiao, V.; Barroso, A.A.M.; Alves, P.L.D.C.; Lemos, L.B. Consorciacido de milho e
culturas de sucesséo altera a comunidade de plantas daninhas em feijdo comum sob
plantio direto. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 50, p. e65244,
2021. https://doi.org/10.1590/1983-40632020v5065244.

Duke, S. O.; & Powles, S. B. Glyphosate: a once-in-a-century herbicide. Pest
Management Science: formerly Pesticide Science, v. 64, p. 319-325,
2008. https://doi.org/10.1002/ps.1518.



17

Freitas, N.; Freitas, F.; Furtado, |.; Teixeira, M.; Silva, V. Misturas de Herbicidas para o
Controle da Trapoeraba e o Efeito da Deriva na Cultura do Café. Planta Daninha, v.
36, p. e018169798, 2018. https://doi.org/10.1590/S0100-83582018360100047.

HEAP, 1. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. 2024.

http://www.weedscience.org.

Isaac, W.A.; Gao, Z.; Li, M. Managing Commelina species: Prospects and

limitations. 1 ed. London: IntechOpen, 2013.

Ofosu, R.; Agyemang, E. D.; Marton, A.; Pasztor, G.; Taller, J.; & Kazinczi, G.
Herbicide resistance: managing weeds in a changing agricultural environment.
Agronomy, v. 13, p.1595, 2023. https://doi.org/10.3390/agronomy13061595.

Procépio, S. D. O.; Barizon, R. R. M.; Pazianotto, R. A. A.; Morandi, M. A. B.; Braz, G.
B. P. Impacts of weed resistance to glyphosate on herbicide commercialization in
Brazil. Agriculture, v. 14, p. 2315, 2024. https://doi.org/10.3390/agriculture14122315.

Riechers, D. E.; Soltani, N.; Chauhan, B. S.; Concepcion, J. C. T.; Geddes, C. M,;
Jugulam, M. & Sikkema, P. H. Herbicide resistance is complex: a global review of
cross-resistance in weeds within herbicide groups. Weed Science, v. 72, p. 465-486,
2024. https://doi.org/10.1017/wsc.2024.33.

Souza, A. P. D.; Alves, J. F.; Inokuti, E. M.; Garcia, F.; Ferreira, B. W.; Nobrega, T. F.
D.; ... & Moreira, C. C. Anthracocystis panici-leucophaei: A Potential Biological Control
Agent for the Grassy Weed Digitaria insularis. Agronomy, v. 14, p. 2926, 2024.
https://doi.org/10.3390/agronomy14122926.

Trezzi, M.M.; Vidal, R.A.; Patel, F.; Miotto, E.; Debastiani, F.; Balbinot, A.A. Mosquen,
R. Impact of Commelina benghalensis density and establishment period on soyabean
grain yield, yield components and economic threshold. Weed Research, v. 55, p. 34-
41, 2015. 10.1111/wre.12125.



18

Tuffi Santos, L. D.; Sant'Anna-Santos, B. F.; Meira, R. M. S. A,; Ferreira, F. A.; Tiburcio,
R. A. S.; & Machado, A. F. L. Leaf anatomy and morphometry in three eucalypt clones
treated with glyphosate. Brazilian Journal of Biology, v. 69, p. 129-136,
2009. https://doi.org/10.1590/S1519-69842009000100016 .

Zambirini, C. |.; Albrecht, A. J. P.; Albrecht, L. P.; Migliavacca, R. A.; Silva, A. F. M.; &
Zobiole, L. H. S. Efficacy of florpyrauxifen-benzyl and other herbicides in the control of
Commelina benghalensis. Revista Ceres, V. 72, p. e72012,
2025. https://doi.org/10.71252/2177-34912025720012.



19

CAPITULO 1

MISTURAS DE HERBICIDAS PARA O CONTROLE DE ESPECIES DE
Commelina: EFICACIA E EFEITOS DE INTERAGCAO

RESUMO: Commelina benghalensis, Commelina difftusa e Commelina erecta sao
plantas daninhas de dificil controle que apresentam tolerancia ao glifosato. Este
estudo avaliou a eficacia de herbicidas aplicados isoladamente e em misturas para o
controle dessas espécies. Os tratamentos consistiram em glifosato (720 g e.a.), 2,4-D
(800 g e.a.), carfentrazona (30 g i.a.), saflufenacil (48 g i.a.), dicamba (650 g e.a.),
oxifluorfeno (1000 g i.a.), sulfentrazona (200 g i.a.), metsulfurom-metilico (10 g i.a.),
flumioxazina (90 g i.a.), triclopir (720 g i.a.), fomesafem (200 g i.a.), glufosinato de
amoénio (500 g i.a.), misturas de glifosato com cada herbicida e a associagéo 2,4-D +
saflufenacil. O controle visual foi avaliado aos 28 e 60 dias apds a aplicagao (DAA), e
a reducdo da biomassa seca foi determinada aos 60 DAA. Para C. benghalensis,
triclopir, triclopir + glifosato e 2,4-D + saflufenacil proporcionaram controle superior a
90% e reducao da biomassa superior a 70%. Para C. diffusa, os maiores niveis de
controle (>95%) e redugcdo da biomassa (>80%) foram obtidos com triclopir,
carfentrazona + glifosato e saflufenacil + glifosato. Para C. erecta, 2,4-D, dicamba,
triclopir, flumioxazina, glufosinato de amoénio e diversas misturas com glifosato
proporcionaram os maiores niveis de controle e reducido da biomassa. A eficacia dos
herbicidas aplicados isoladamente e em misturas variou entre as espécies de
Commelina, destacando a importancia de estratégias de controle especificas para
cada espécie e a necessidade de considerar as interagcdes entre herbicidas no
desenvolvimento de programas de manejo.

Palavras-chave: Glifosato, mecanismo de acao, sinergismo, propagac¢ao vegetativa.
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1.1 Introdugao

As espécies Commelina benghalensis, C. diffusa e C. erecta (Irakiza et al.,
2022) constituem importantes plantas daninhas nas culturas da soja (Trezzi et al.,
2015), arroz (Nisensohn et al., 2011), eucalipto (Costa et al., 2021), café (Daba et al.,
2022), guarana (Soares et al., 2019) e feijao (Damiao et al., 2021). Essas espécies
competem com as culturas por recursos ambientais, atuam como hospedeiras de
pragas e patdégenos e dificultam a colheita (Isaac, 2013), reduzindo a produtividade.

As espécies de Commelina sao plantas daninhas de dificil controle devido a
tolerancia ao glifosato e a capacidade de reproducéao vegetativa, que reduz a eficacia
do controle mecanico e favorece sua disseminagédo (Hamid et al., 2019; Nampy et al.,
2023). O controle quimico representa o método mais utilizado para o manejo dessas
espécies, principalmente em razdo do baixo custo e da facilidade de aplicagdo em
grandes areas (Silva et al., 2024). Entretanto, herbicidas aplicados isoladamente,
como carfentrazona, flumioxazina e glufosinato de aménio, apresentam baixa eficacia
em estadios mais avangados de desenvolvimento devido a elevada capacidade de
rebrota dessas plantas (Santos et al., 2002; Vicensi et al., 2024).

As misturas de herbicidas tém sido utilizadas com sucesso no controle de
outras espécies de dificil manejo e tolerantes ao glifosato, como Ipomoea grandifolia,
com a mistura glifosato + flumioxazina (Rocha et al., 2021), e Spermacoce spp., com
glifosato + saflufenacil ou glifosato + carfentrazona (Castro et al., 2021). Dessa forma,
a aplicagao de misturas de herbicidas pode representar uma alternativa eficiente para
superar a baixa eficacia observada quando esses produtos sido aplicados
isoladamente no controle de espécies de Commelina.

As misturas de herbicidas podem ampliar o espectro de controle, diminuir a
persisténcia de espécies tolerantes, reduzir a pressdo de selegcdo de bibtipos
resistentes e possibilitar a utilizacdo de menores doses de aplicagdo, minimizando o
risco de carryover (Abbas et al., 2016; Renton et al., 2024). No entanto, a combinacao
de diferentes moléculas herbicidas pode resultar em variagdes na eficacia de controle,
gerando efeitos aditivos, sinérgicos ou antagbnicos. Por essa razao, estudos que
avaliem a natureza das interacdes entre herbicidas sdo fundamentais para identificar

as combinag¢des mais eficientes (Maciel et al., 2020).
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Embora diversos estudos tenham relatado a eficacia de herbicidas e de suas
misturas para espécies individuais de Commelina (Ronchi et al., 2002; Carneiro et al.,
2025; Larini et al., 2025), ainda sdo escassos os trabalhos que avaliam C.
benghalensis, C. diffusa e C. erecta sob condi¢gdes experimentais semelhantes. A
maioria dos estudos disponiveis avaliou apenas uma espécie ou um numero limitado
de combinacdes de herbicidas. Além disso, as informacdes sobre interacdes aditivas,
sinérgicas e antagonicas e sobre a persisténcia do controle ao longo do tempo ainda
sao limitadas. Essas informagdes podem contribuir para o aprimoramento do controle
de espécies do género Commelina.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de diferentes herbicidas,
aplicados isoladamente e em misturas, como alternativa para o controle de C.

benghalensis, C. diffusa e C. erecta.

1.2 Material e métodos

1.2.1 Coleta e plantio das mudas de C. benghalensis, C. diffusa e C. erecta

Foram conduzidos trés experimentos em casa de vegetagdo, um para cada
espécie estudada. Mudas de C. benghalensis, C. diffusa e C. erecta foram coletadas
na Universidade Federal de Vigosa, MG, Brasil (20°46'06.2" S, 42°52'12.2" W), em
uma area com histérico de aplicacdo de glifosato. A propagacéo foi realizada
utilizando estruturas vegetativas contendo um par de folhas. Cada unidade
experimental foi constituida por um vaso com capacidade para 3,5 L, preenchido com
solo e contendo trés mudas da respectiva espécie. Os vasos foram irrigados duas
vezes ao dia, mantendo a umidade do solo proxima a capacidade de campo.

O solo utilizado no experimento foi classificado como Latossolo (Tabela 1.1).
Aos 30 e 70 dias ap0ds o transplantio (DAT), foi realizada adubacao de cobertura com
3,5 g de fertilizante N-P-K (20-05-20) por vaso.



Tabela 1.1. Caracteristica fisico-quimica do Latossolo:
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Atributos quimicos

Solo MO pH K* Ca?* Mg? APt H+Al CTC
% (H20) --mgdm3-  -eeeeemeeeeee cmole dm-3
Latossolo 2,3 65 21 160 333 068 00 165 6,0
Atributos fisicos
Solo Argila  Silte Areia Textura
%
Latossolo 49 13 franco-argilosa

MO: Matéria Organica, pH: Potencial hidrogeniénico, CTC: Capacidade de troca de

Cations, Fonte: Laboratério de Analise de Solos da Universidade Federal de Vigosa,

segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)

(Teixeira, 2017).

1.2.2 Delineamento experimental e tratamentos

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,

com avaliagao de 24 tratamentos (Tabela 1.2), cada um com quatro repetigdes. Foram

incluidas testemunhas sem aplicacao de herbicidas para cada espécie.

Tabela 1.2. Herbicidas e misturas de herbicidas avaliados para o controle de

Commelina benghalensis, C. diffusa e C. erecta.

Dose ) Mec?nismo de
Tratamentos (g i.a. ha") Formulagéo # acao/Grupo
e HRACH?
Isolados
Metsulfurom-metilico 10 GM ALS/2
2,4-D* 800 CE AUX/4
Dicamba* 650 LS AUX/4
Triclopir 720 CE AUX/4
Glifosato* 720 LS EPSPs/9
Glufosinato de aménio 500 LS GS/10
Carfentrazona 30 CE PROTOX/14
Flumioxazina 60 GM PROTOX/14
Fomesafem 300 CS PROTOX/14
Oxifluorfeno 1000 CE PROTOX/14
Saflufenacil 48 CS PROTOX/14
Sulfentrazona 200 CS PROTOX/14
Misturas
Metsulfurom + Glifosato 10 + 720 GM+ LS ALS + EPSPs
2,4-D + Glifosato 800 + 720 CE + LS AUX + EPSPs
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Dicamba + Glifosato 650 + 720 LS + LS AUX + EPSPs
Triclopir + Glifosato 720 + 720 CE+LS AUX + EPSPs
Glufosinato + Glifosato 500 + 720 LS +LS GS + EPSPs
Carfentrazona + Glifosato 30 + 720 CE + LS PROTOX + EPSPs
Flumioxazina + Glifosato 60 + 720 GM + LS PROTOX + EPSPs
Fomesafem + Glifosato 300 + 720 CS +LS PROTOX + EPSPs
Oxifluorfeno + Glifosato 1000 + 720 CE + LS PROTOX + EPSPs
Saflufenacil + Glifosato 48 + 720 CS +LS PROTOX + EPSPs
Sulfentrazona + Glifosato 200 + 720 CS +LS PROTOX + EPSPs
2,4-D + Saflufenacil 800 + 48 CE +CS AUX + PROTOX

*Dosagem dada em equivalente acido (e.a.); # LS — Liquido soluvel; CE -
Concentrado emulsionavel; CS — Concentrado de suspensao; GDA - Granulo
dispersivel em agua (ou GM — Granulo molhavel); $ EPSPS — 5-enolpiruvilshiquimato-
3-fosfato sintase; AUX — Auxina sintética; PROTOX — Inibidor da protoporfirinogénio

oxidase; GS — Inibidor da glutamina sintetase; ALS — Inibidor da acetolactato sintase.

Aos 60 dias apdés o transplantio (DAT), as plantas foram podadas e
padronizadas para uma altura de 10 cm. Quarenta dias depois, quando atingiram
aproximadamente 35 cm de altura, realizou-se a aplicacéo dos herbicidas.

A aplicacdo foi realizada com pulverizador costal pressurizado por CO,,
equipado com barra contendo duas pontas de pulverizagado TT 11002, espacadas em
50 cm. O volume de calda utilizado foi de 180 L ha™, com valvula reguladora de
pressao constante ajustada para 300 kPa. A pulverizacao foi realizada a 50 cm do
alvo, sob condi¢gbes ambientais de 80% de umidade relativa do ar, temperatura de 27

°C e céu nublado.

1.2.3 Avaliacao da injuria e reducédo da biomassa

As avaliacbes visuais de controle das espécies de Commelina foram
realizadas aos 28 e 60 dias ap6s a aplicagao (DAA). O controle foi estimado por meio
de uma escala percentual, com notas variando de 0% (auséncia de sintomas) a 100%
(morte da planta). Valores iguais ou superiores a 80% foram considerados indicativos
de controle satisfatorio (Vanhala et al., 2004).

Aos 60 DAA, a biomassa da parte aérea foi coletada, acondicionada em sacos
de papel e seca em estufa de circulacédo forcada de ar a 70 °C por 48 horas. Apods a
secagem, determinou-se a massa seca das plantas daninhas em balanga analitica de
preciséo (+ 0,0001 g).
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1.2.4 Analise estatistica

Os dados de controle aos 28 e 60 DAA, assim como os de biomassa seca das
espécies do género Commelina foram submetidos a ANOVA separadamente para os
tratamentos com herbicidas isolados e para as misturas de herbicidas. Quando foi
identificada diferenga significativa (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste
de agrupamento de médias Skott Knott (p < 0,05) no programa R Studio (R Core
Team, 2019) usando o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al. 2014). Os dados foram
plotados no software Sigma Plot 11.0.

As interagdes entre os herbicidas foram avaliadas a partir dos dados obtidos
aos 28 e 60 DAA, utilizando a equagao de Colby (1967): E= X+ Y —(XY/100), em que
E representa o efeito esperado da mistura (em % de controle ou inibi¢ao), X é o efeito
observado do herbicida aplicado isoladamente e Y é o efeito observado do segundo
herbicida também aplicado de forma isolada. O valor estimado por essa equacao
corresponde ao efeito aditivo esperado, ou seja, em condigbes de auséncia de
interacao entre os herbicidas. Quando o efeito observado da mistura foi superior ao
valor estimado, a interacao foi considerada sinérgica; e quando inferior, antagbnica
(Colby, 1967). As médias dos valores observados e estimados foram comparados pelo
teste T de Student a 5% de probabilidade.

1.3 Resultados

1.3.1 Controle de espécies de Commelina spp. com herbicidas aplicados

isoladamente

A eficacia dos herbicidas aplicados isoladamente variou de acordo com a
espécie de Commelina e o periodo de avaliagao (28 e 60 dias apds a aplicagao —
DAA). O glifosato apresentou a menor eficacia entre os tratamentos para as trés
espécies, com niveis de controle inferiores a 20% (Figura 1.1).

Commelina benghalensis foi a espécie menos sensivel aos herbicidas
avaliados. Apenas os herbicidas mimetizadores de auxina (2,4-D, dicamba e triclopir)
proporcionaram niveis de controle superiores a 80% em ambas as avaliagdes,

apresentando os maiores percentuais de controle. Para a maioria dos herbicidas, a
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eficacia aumentou entre 15% e 30% da primeira para a segunda avaliagdo. As
excegdes foram flumioxazina e metsulfurom-metilico, cujos niveis de controle
reduziram entre 10% e 15%. Ainda assim, os percentuais de controle permaneceram
abaixo do limite considerado satisfatorio (80%) (Figura 1.1).

Commelina diffusa foi a espécie mais sensivel aos herbicidas. A maioria dos
tratamentos apresentou niveis de controle superiores a 80% a partir de 28 DAA.
Embora a eficacia tenha diminuido ligeiramente aos 60 DAA, a maior parte dos
herbicidas manteve controle satisfatério. As exceg¢des foram carfentrazona,
fomesafem e oxifluorfeno, cujos niveis de controle reduziram de 95-100% para 65—
75%, resultando nos menores percentuais de controle, juntamente com o glifosato
(Figura 1.1).

Commelina erecta apresentou resposta intermediaria aos 28 DAA, com sete
herbicidas proporcionando controle superior a 80%. Carfentrazona, fomesafem,
oxifluorfeno e saflufenacil apresentaram niveis de controle entre 40% e 64%. Aos 60
DAA, esses quatro herbicidas aumentaram sua eficacia e atingiram controle
satisfatorio. Em contrapartida, sulfentrazona e metsulfurom-metilico perderam eficacia
ao longo do periodo de avaliagdo, com redugao do controle de 90-93% para 45-68%
(Figura 1.1).
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Figura 1.1. Porcentagem de controle de Commelina benghalensis, C. diffusa e C.
erecta aos 28 e 60 dias apds a aplicagao (DAA) de diferentes herbicidas aplicados
isoladamente. A linha horizontal indica o valor minimo considerado como controle
satisfatorio (80%). Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente

pelo teste de agrupamento de médias Skott Knott (p < 0,05).

1.3.2 Controle de espécies de Commelina spp. com misturas de herbicidas

A maioria das misturas de herbicidas apresentou efeito aditivo ou sinérgico
sobre as espécies de Commelina, proporcionando niveis de controle semelhantes ou
superiores aos observados com os herbicidas aplicados isoladamente. Apenas
algumas combinacdes apresentaram efeito antagonico.

Para C. benghalensis, as combinagdes de herbicidas mimetizadores de auxina
com glifosato mantiveram controle satisfatorio (superior a 80%) aos 28 e 60 dias ap6s
a aplicagao (DAA), assim como a mistura 2,4-D + saflufenacil. As demais combinagdes
apresentaram efeitos aditivos ou sinérgicos em relagdo ao controle esperado. Aos 28
DAA, a maioria das misturas proporcionou controle inferior a 80%, com excecao de
carfentrazona + glifosato, que atingiu 84% de controle e apresentou efeito sinérgico
(26% acima do esperado). Em contrapartida, a mistura flumioxazina + glifosato
apresentou efeito antagbnico em ambos os periodos de avaliagdo, com apenas 58%
e 50% de controle, respectivamente, valores 13% inferiores aos esperados. Aos 60
DAA, o controle de C. benghalensis aumentou para niveis superiores a 80% nas
misturas de glifosato com metsulfurom-metilico, oxifluorfeno e saflufenacil, todas com
efeito sinérgico. A combinagado com sulfentrazona proporcionou 77% de controle, valor
proximo ao limite considerado satisfatério. Por outro lado, as misturas com
flumioxazina, fomesafem e glufosinato de amdnio apresentaram reducao na eficacia
de controle de 10%, 18% e 50%, respectivamente, caracterizando interacao
antagonica (Figura 1.2).

Em C. diffusa, todas as misturas apresentaram controle superior a 80% aos 28
DAA. As combinagbes contendo glufosinato de aménio, metsulfurom-metilico e
oxifluorfeno apresentaram efeito sinérgico, enquanto a mistura com flumioxazina
apresentou leve efeito antagdnico (91%), embora tenha mantido controle satisfatorio.

Aos 60 DAA, a maioria dos tratamentos manteve controle superior a 80%, com
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excegao das misturas contendo flumioxazina (74%) e glufosinato de amoénio (68%),
que apresentaram efeito antagénico, ambas com controle 19% inferior ao esperado.
Apesar do efeito aditivo, a mistura com oxifluorfeno também resultou em controle
inferior a 80% (Figura 1.2).

Para C. erecta, a maioria das misturas proporcionou controle satisfatério,
superior a 80%, tanto aos 28 quanto aos 60 DAA, apresentando predominantemente
efeitos aditivos ou sinérgicos. A unica mistura que apresentou efeito antagénico foi
flumioxazina + glifosato, que também mostrou antagonismo nas outras duas espécies.
Na primeira avaliagdo, essa combinagao apresentou controle 53% inferior ao
esperado (96%) e, na segunda avaliagdo, 11% inferior, embora ainda tenha

proporcionado controle satisfatorio de 82% (Figura 1.2).



29

Commelina benghalensis

|

Q|

[

1

I

L

|

a

il
i}

a

|

|

1
|
|

|

|

|

I

1

Commelina erecta

d

a

a a b a a a

ll

|

|

I

[90] [4v]
o o o o o o o o o o [=] o o o o o o o
(%) sjomu0n (%) ejonuo) (%) sjonuo)

lloeusNesS + a ¥'Z|
119 + ndojou

119 + euozenus)ng
119 + |1oBUBNYES
19 + OUSHONYIXO
119 + WoInynsion
119 + OleUISOIN|S)
119 + Wajesawo
119 + BUIXEZOIWN|H
119 + equeaiq

119 + Buozenuspe)
o +ae
IoBUBINES + d 12|
19 + adojou]

119 + BUOZBIUBYINS
19 + |1oeUSN|}ES
1D + ousHONYIXO
119 + woinynsis\
119 + OleUISOIN|D
119 + Wajesawo-
1|19 + _UIXEBZOIWN|4

19 + equesiq

119 + BuOZENUBMED
o+are

60 DAA

28 DAA

M Sinérgico

[ Aditivo

B Antagbnico

= Observado M Esperado

Figura 1.2. Comparagado entre o controle observado e o controle esperado de

Commelina benghalensis, C. diffusa e C. erecta aos 28 e 60 dias apds a aplicagao



30

(DAA) de diferentes misturas de herbicidas, destacando as interagbes antagonicas,
aditivas e sinérgicas. A linha horizontal indica o valor minimo considerado como
controle satisfatorio (80%). Os valores observados foram submetidos ao teste de
meédia, e as meédias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo

teste de agrupamento de médias Skott Knott (p < 0,05).

1.3.3 Reducgédo de biomassa seca de espécies de Commelina spp.

Todos os tratamentos reduziram a biomassa da parte aérea das plantas em
comparagao ao controle. O herbicida com pior desempenho nas trés espécies de
Commelina foi o glifosato, com redu¢des de biomassa inferiores a 20%.

Em C. benghalensis, a reducéo da biomassa foi, de modo geral, consistente
com as avaliagdes visuais de controle. Os tratamentos mais eficazes foram triclopir
(76%), triclopir + glifosato (73%) e 2,4-D + saflufenacil (70%). Por outro lado, as
menores redu¢des de biomassa (entre 8% e 20%) foram observadas nos tratamentos
com glufosinato de amonio + glifosato, metsulfurom-metilico e sulfentrazona aplicados
isoladamente, refletindo sua baixa eficacia no controle.

Para C. diffusa, a redugao da biomassa complementou as avaliagdes visuais
de controle, embora tenham sido observadas diferencas entre a injuria visual e a
supressao a longo prazo. Entre os tratamentos que proporcionaram mais de 95% de
controle em ambas as avaliagdes, destacaram-se triclopir, carfentrazona + glifosato e
saflufenacil + glifosato, com redugbes de biomassa superiores a 80%. Em
contrapartida, tratamentos com menos de 80% de controle, como carfentrazona,
oxifluorfeno, fomesafem, oxifluorfeno + glifosato, flumioxazina + glifosato e glufosinato
de aménio + glifosato, apresentaram redug¢des de biomassa entre 18% e 30% (Figura
1.3).

Para C. erecta, os dados de biomassa também refletiram os niveis de controle
visual aos 28 e 60 DAA. Os tratamentos que proporcionaram controle superior a 80%
também reduziram significativamente a biomassa, como 2,4-D, dicamba,
flumioxazina, glufosinato de aménio e todas as misturas, exceto oxifluorfeno +
glifosato (74%) e flumioxazina + glifosato (65%). Por outro lado, sulfentrazona (30%)
e metsulfurom-metilico (51%) aplicados isoladamente apresentaram as menores
reducdes de biomassa, acompanhadas de controle visual insatisfatério, indicando

baixa eficacia no controle de C. erecta (Figura 1.3).
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1.4. Discussao

1.4.1 Controle de espécies de Commelina spp. com herbicidas aplicados

isoladamente

A eficacia dos herbicidas aplicados isoladamente variou entre as espécies de
Commelina e os periodos avaliados. Esses resultados sao consistentes com estudos
anteriores que relataram diferengas na suscetibilidade a herbicidas entre espécies de
Commelina (Carneiro et al., 2025). O glifosato foi o tratamento menos eficaz,
confrmando a elevada tolerdncia das trés espécies a esse herbicida. Em C.
benghalensis, essa tolerancia esta associada a reduzida absorgao e metabolizagao
do herbicida (Meschede et al., 2020). Por outro lado, C. diffusa e C. erecta apresentam
elevado potencial de rebrota e alta concentragcao de amido nos caules, o que dificulta
a translocacgao do glifosato (Hamid et al., 2019).

O controle de C. benghalensis com herbicidas isolados é dificultado pelo
sistema radicular vigoroso e pela capacidade de rebrota (Zambrini et al., 2025).
Contudo, os herbicidas auxinicos (2,4 D, dicamba e tricopir) foram eficazes, com
triclopir apresentando maior controle, seguido 2,4 D e dicamba. A diferenga na eficacia
dos herbicidas auxinicos pode ser explicada pelo complexo mecanismo de acio desse
grupo, que é multialvo e pode variar entre espécies. Dessa forma, o potencial de
controle desses herbicidas € influenciado pela familia quimica e pela estrutura
molecular de cada molécula (Larini et al., 2025).

O leve aumento no controle de alguns herbicidas aos 60 DAA sugere que,
embora o controle nao tenha sido satisfatorio, essas moléculas reduziram o potencial
de rebrota de C. benghalensis, mantendo efeito residual na planta. Por sua vez, a
reducdo na eficacia de controle aos 60 DAA de flumioxazina e metsulfurom-metilico,
demostra a limitacdo desses herbicidas em suprimir a rebrota de C. benghalensis,
sendo mais efetivo em estagios iniciais de desenvolvimento e ndo em plantas adultas
(Freitas et al., 2018).

A elevada sensibilidade de C. diffusa aos herbicidas aplicados isoladamente
pode estar relacionada as condicdes do ambiente de coleta das mudas e a conducao
do experimento. Em ambientes protegidos e irrigados, a espécie tende a produzir
maior numero de folhas, aumentando a exposi¢gao ao herbicida (Santos et al., 2017).

Sob condicbes de sombreamento, caracteristicas como maior area foliar, maior
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densidade estomatica e cuticulas mais finas (Taiz & Zeiger, 2015) favorecem o
controle quimico, possibilitando a reducao da dose em até 25%, com obtencéo de
81% de controle de espécies de Commelina (Santos et al., 2017). Contudo, herbicidas
de contato, como carfentrazona, oxifluorfeno e fomesafem (inibidores da PROTOX),
causam rapida necrose nas folhas, proporcionando um controle inicial satisfatorio (28
DAA). No entanto, por ndo atingem as estruturas de reserva, esses herbicidas
permitem a rebrota, o que explica a reducio de controle aos 60 DAA.

Em C. erecta, o baixo controle com herbicidas inibidores da PROTOX aos 28
DAA pode estar relacionado ao estagio avancado de desenvolvimento das plantas,
que reduz a eficacia desses produtos em pos-emergéncia tardia. Resultados
semelhantes foram observados para esta espécie com herbicidas desse mecanismo
de acado, apresentando apenas 20% de controle e sintomas limitados a clorose e
necrose das folhas jovens (Vega et al. 2000). Por outro lado, a redugao da eficacia de
sulfentrazona e metsulfurom aos 60 DAA ¢ atribuida a limitada acao desses herbicidas
em C. erecta, sobretudo em estagios avangados de desenvolvimento. Embora a
sulfentrazona tenha acéo residual, sua eficacia € limitada quando aplicado em pés-
emergéncia tardia. Em plantas de 15-25 cm, o controle com sulfentrazona foi de
apenas 15% (Rocha et al., 2007). Herbicidas inibidores da ALS, como tifensulfuron-
metilico (similar ao metsulfurom-metilico), apresentaram controle inferior ao glifosato
(6% de controle aos 28 DAA) (Vega et al. 2000). Esses resultados demostram a baixa

sensibilidade de C. erecta a esses herbicidas.
1.4.2 Controle de espécies de Commelina spp. com misturas de herbicidas

Os tratamentos 2,4-D + glifosato, triclopir + glifosato e 2,4-D + saflufenacil
proporcionaram mais de 90% de controle de C. benghalensis. Esses resultados
destacam a importancia dos herbicidas auxinicos, aplicados isoladamente ou em
mistura, para o manejo dessa espécie (Ronchi et al., 2002; Antuniassi et al., 2024;
Filus et al., 2024). O efeito aditivo de dicamba e 2,4-D em mistura com glifosato ja foi
relatado para C. benghalensis (Larini et al., 2025). Da mesma forma, um efeito
sinérgico da mistura 2,4-D + saflufenacil foi reportado para Conyza sumatrensis e
atribuido ao aumento da absorgdo de 2,4-D (Dalazen et al., 2015). Entretanto, no
presente estudo, foi observado apenas efeito aditivo para essa mistura.

As misturas carfentrazona-etilica + glifosato e saflufenacil + glifosato

apresentaram interagbes sinérgicas e proporcionaram controle eficaz de C.
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benghalensis, embora ligeiramente inferior ao obtido com os tratamentos mais
eficientes. O saflufenacil apresenta translocagao predominantemente via xilema, com
mobilidade limitada no floema, diferindo de outros inibidores da PROTOX que
apresentam acgao essencialmente de contato. Essa caracteristica pode favorecer sua
associagao com o glifosato, ndo comprometendo a atividade desse herbicida. Embora
alguns herbicidas de contato possam reduzir a translocagao de herbicidas sistémicos
(Zaidan et al., 2021), esse efeito ndo foi observado para a mistura carfentrazona +
glifosato, que apresentou interag&o sinérgica no presente estudo.

Por outro lado, a redugcdo da translocagdo do glifosato pode resultar em
antagonismo em determinadas combinagdes, como observado para as misturas de
flumioxazina, fomesafem e glufosinato de aménio com glifosato. O antagonismo
relatado para flumioxazina + glifosato em Sesbania exaltata foi atribuido a rapida
necrose dos tecidos, que prejudicou a absorg¢ao do glifosato (Shaw & Arnold, 2002).
Resultado semelhante foi relatado para a mistura glufosinato de aménio + glifosato.
Embora tenha ocorrido um efeito sinérgico inicial, a rapida necrose causada pelo
glufosinato favoreceu a rebrota das plantas (Bethke et al., 2017). Herbicidas de
contato, em geral, tém baixa eficacia no controle de C. benghalensis em estagios
avancados de desenvolvimento (Freitas et al. 2018), pois a necrose das folhas nao
impede a rebrota a partir dos tecidos meristematicos e de reserva (Jerébnimo et al.,
2021).

Para C. diffusa, as misturas de flumioxazina, glufosinato e oxifluorfeno com
glifosato apresentaram um desempenho semelhante ao observado em C.
benghalensis. Embora oxifluorfeno nao teve efeito antagdénico com glifosato, houve
reducao ne controle de C. diffusa, aos 60 DAA. Para esta espécie, o controle visual
nao é suficiente para avaliar a eficacia do manejo. Commelina diffusa acumula
reservas significativas em caule e raiz, o que dificulta a translocagao de herbicida e
favorece a rebrota posterior tratamento (Freitas et al. 2018), contribuindo para explicar
a reducao do controle ao longo do tempo.

Com excegao das misturas oxifluorfeno + glifosato aos 60 DAA e flumioxazina
+ glifosato 28 DAA, todas as misturas foram excelentes no controle de C. erecta. Isso
corrobora estudos que indicam alta susceptibilidade ao tratamento com herbicidas em
plantas dessa espécie de até 30 cm. O glifosato, na dose 360 g. e.a. ha™' controlou

100% das plantas de 6 a 9 cm de C. erecta, mas em plantas de 35 a 40 cm, essa
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mesma dose nao obteve controle satisfatorio (Nisensohn e Tuesca 2011). O controle
de C. erecta diminui a medida que o tamanho da planta aumenta (Papa et al. 2013;
Ferreira et al. 2017), especialmente em condicbes de campo, sendo mais eficaz
durante o pousio de outono, quando as plantas ainda estdo em crescimento
(AAPRESID, 2022).

1.4.3 Reducédo de biomassa seca de espécies de Commelina spp.

O controle visual e a reducdo da biomassa seca fornecem informacgdes
complementares e n&o necessariamente apresentam correspondéncia direta,
especialmente em espécies com elevada capacidade de propagacgado vegetativa e
rebrota. Enquanto o controle visual reflete a expressdo dos sintomas de injuria
causados pelos herbicidas, a redugdo da biomassa fornece uma estimativa mais
robusta da supressao do crescimento em longo prazo e do potencial de recuperagao
das plantas (Fellmann et al., 2024). Portanto, diferengas entre essas variaveis séo
esperadas quando os tratamentos causam injurias visuais severas, mas nao
suprimem completamente a rebrota.

A avaliagao conjunta do controle visual e da redugao da biomassa seca fornece
uma estimativa confiavel da eficacia dos tratamentos, especialmente em espécies
com elevada capacidade de rebrota. Em C. diffusa, embora tenham sido observados
altos niveis de controle visual, apenas os tratamentos com triclopir, carfentrazona +
glifosato e saflufenacil + glifosato reduziram a biomassa em mais de 80%. Esse
resultado demonstra que os sintomas visuais iniciais nem sempre refletem a
supressdo da planta em longo prazo, reforcando a importancia da avaliagdo da
biomassa na determinagao da eficacia de herbicidas em espécies com capacidade de
rebrota. Em C. erecta, apesar do controle visual intermediario observado em alguns
tratamentos, a maioria deles promoveu redugdes substanciais da biomassa,
comprometendo a capacidade de rebrota e dificultando a reinfestacao da espécie.

Em C. benghalensis, as maiores redug¢des de biomassa foram obtidas com os
herbicidas auxinicos, como triclopir e 2,4-D, reforcando a importancia desse
mecanismo de acao para o manejo da espécie.

As respostas contrastantes observadas entre C. benghalensis, C. diffusa e C.
erecta demonstram que o desempenho dos herbicidas e as interagdes entre eles séo
dependentes da espécie. Os herbicidas auxinicos, especialmente triclopir e 2,4-D,

proporcionaram o controle mais consistente, enquanto a eficacia dos herbicidas de
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contato foi frequentemente limitada pela capacidade de rebrota das plantas. Esses
resultados evidenciam as limitagées da extrapolacdo de recomendag¢des de manejo
de uma espécie de Commelina para outra e reforcam a importancia de avaliagbes

especificas para cada espécie.

1.5 Conclusao

A eficacia dos herbicidas aplicados isoladamente e em mistura variou entre as
espécies de Commelina. Entre os herbicidas aplicados isoladamente, os herbicidas
auxinicos, especialmente triclopir e 2,4-D, proporcionaram o controle mais
consistente, particularmente para C. benghalensis. As misturas de herbicidas
resultaram em interagcdes aditivas, sinérgicas ou antagbnicas, dependendo da
especie, demonstrando que o desempenho dos tratamentos nao pode ser
generalizado para todas as espécies de Commelina. As misturas 2,4-D + glifosato,
triclopir + glifosato e 2,4-D + saflufenacil estiveram entre os tratamentos mais eficazes
avaliados e representam alternativas viaveis para situagdes em que o glifosato

aplicado isoladamente proporciona controle inadequado.
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CAPITULO 2

GLIFOSATO ALTERA OS TEORES DE ACIDO CHIQUIMICO E DE COMPOSTOS
FENOLICOS E A ANATOMIA FOLIAR EM ESPECIES TOLERANTES DE

Commelina

RESUMO: Commelina benghalensis e C. diffusa apresentam tolerancia ao glifosato,
dificultando o manejo dessas plantas daninhas. Este estudo avaliou os efeitos do
herbicida (1000 g equivalente acido (e.a. ha') sobre o acimulo de acido chiquimico,
compostos fendlicos totais e alteragdes anatdomicas. O &acido chiquimico foi
quantificado por HPLC aos 1, 3, 7, 10 e 12 dias apds a aplicagdo (DAA). Os compostos
fendlicos foram avaliados pelo método Folin-Ciocalteu e as alteracdes anatébmicas por
microscopia de luz e eletronica de varredura aos 12 DAA. Commelina benghalensis
acumulou 32% a mais de acido chiquimico 1 DAA em relagao ao controle, enquanto
C. diffusa apresentou aumento apenas 3 DAA (71,5%). Em folhas expandidas, ambas
as espécies exibiram clorose, necrose, reducao de crescimento, divisdes anormais
nas células epidérmicas, deformagao nos estdmatos, redugao de cuticula, hiperplasia
no mesofilo e danos nos feixes vasculares. O glifosato n&o alterou o teor de compostos
fendlicos nas folhas jovens de C. benghalensis, enquanto em C. diffusa a redugao foi
de 15,6% em relagao ao controle. Nas folhas expandidas, os niveis diminuiram 23,9%
em C. benghalensis e 20,6% em C. diffusa. Embora as alteragdes anatdmicas tenham
sido semelhantes entre as espécies, os padroes de acumulo de acido chiquimico e as
alteragdes nos compostos fendlicos diferiram apds a aplicagdo do glifosato. Esses
resultados demonstram que a exposigdo ao herbicida desencadeia respostas

bioquimicas associadas a modificagdes estruturais em espécies de Commelina.

Palavras-chave: Microscopia eletronica, metabolismo secundario, via do acido

chiquimico, tolerancia a herbicida
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2.1 Introducgao

O género Commelina inclui aproximadamente 170 a 215 espécies amplamente
distribuidas em regibdes tropicais e subtropicais do mundo (Hajiboland et al., 2024).
Commelina benghalensis e C. diffusa se destacam como plantas daninhas por sua
ampla adaptacgéo a diferentes ambientes e alta eficiéncia reprodutiva. Essas espécies
sdo tolerantes ao glifosato, herbicida mais usado no mundo por seu amplo espectro,
o que dificulta seu manejo e aumenta os custos de producgao (Larini et al., 2025).

O (dlifosato bloqueia a EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase),
componente essencial na via do acido chiquimico. Essa via sintetiza aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano (Almeida et al., 2024). A fenilalanina e a
tirosina estdo envolvidos na via fenilpropanoide, que produz metabdlitos secundarios
como compostos fendlicos, flavondides e lignina. Esses compostos desempenham
papéis antioxidantes, estruturais e de defesa vegetal (Khan et al., 2025). O triptofano
€ um precursor da biossintese de acido indol-3-acético (AlA) e de alcaloides inddlicos,
importantes no crescimento e defesa (Casanova-Saez et al., 2021). Portanto, ao inibir
a EPSPS, além de restringir a formagao direta de aminoacidos aromaticos, a agao do
glifosato também compromete rotas metabdlicas secundarias, afetando a sintese de
hormonios, compostos estruturais e moléculas de defesa fundamentais para a
sobrevivéncia e adaptagao das plantas (Almeida et al., 2023).

Espécies de plantas sensiveis ao glifosato acumulam acido chiquimico e
apresentam redugado na sintese de compostos derivados dessa via (Martinelli et al.,
2022). Em contraste, espécies tolerantes conseguem limitar o acumulo de &acido
chiguimico ou manter a producao de metabdlitos essenciais por vias alternativas. Por
exemplo, Codonopsis lanceolata aumenta os teores de fendlicos totais e flavondides
em resposta adaptativa ao herbicida (Ghimire et al., 2017). Ja bidtipos resistentes de
plantas daninhas, como Amaranthus palmeri, também compensam os efeitos do
glifosato, mas por meio do redirecionamento do metabolismo secundario para o
acumulo de compostos fendlicos (Sandhu et al., 2023).

Estudos anatémicos tém contribuido para identificar os efeitos do glifosato
sobre a epiderme, os estdmatos, os tecidos vasculares e a deposigdo de lignina,
evidenciando o comprometimento da integridade celular e da fotossintese (Cruz et al.,
2021). No entanto, esses parametros ainda nao foram elucidados nas espécies do
género Commelina. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar o acimulo
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de acido chiquimico, as alteragbes nos teores de fendlicos totais e os danos
anatémicos em C. benghalensis e C. diffusa apos a aplicagao do glifosato, buscando
ampliar o conhecimento sobre os efeitos bioquimicos e estruturais do herbicida nessas

especies.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Obtencao de mudas e Condi¢des de crescimento das plantas

Dois experimentos em casa de vegetagao foram conduzidos para avaliar a
resposta ao glifosato de C. benghalensis e C. diffusa. As mudas foram coletadas na
Universidade Federal de Vigosa-MG (20°46'06.2" S, 42°52'12.2" W), em area com
histérico de aplicagéo de glifosato. A propagagao das mudas ocorreu a partir de partes
vegetativas (segmento de caule contendo um par de folhas). Cada unidade
experimental foi constituida por vaso de 3,5 L preenchidos com solo e contendo uma
muda da respectiva espécie. Os vasos foram irrigados duas vezes ao dia para manter
a umidade do solo proxima a capacidade de campo. Aos 30 e 70 dias apés o
transplante (DAT), a adubacdo de cobertura foi realizada fornecendo 3,5 g do
fertilizante N-P-K (20-05-20) por vaso. As caracteristicas fisico-quimicas do solo

utilizado sao representadas na tabela abaixo (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Caracteristica fisico-quimica do Latossolo:

Atributos quimicos

Solo MO pH P K* Ca?* Mg? APB* H+Al CTC
% (H20) --mgdm3-  -eeeeeeeee cmolc dm-3

Latossolo 23 65 21 160 333 068 00 165 6,0

Atributos fisicos
Solo  Argila Silte Areia Textura
%
Latossolo 49 13 38 Franco-argilosa
MO: Matéria Orgénica, pH: Potencial hidrogeniénico, CTC: Capacidade de troca de

Cations, Fonte: Laboratério de Analise de Solos da Universidade Federal de Vigosa,
segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
(Teixeira, 2017).
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2.2.2 Aplicagao de glifosato

Foram utilizadas 64 plantas, com 35-40 cm de altura, de cada espécie, sendo
que o glifosato (1000 g de equivalente acido (e.a.) ha=") foi aplicado em 44 plantas e
20 permaneceram como controle (sem aplicagdo). A dose aplicada foi definida com
base na dose capaz de causar 80% de injuria (Cgo) nas plantas, determinada em
estudos prévios de curva de dose-resposta.

O glifosato (Roundup UltraMAX, sal de isopropilamina do glifosato, 360 g a.e./L,
Monsanto) foi aplicado com um pulverizador costal pressurizado por CO2 a 300 kPa,
equipado com barra de duas pontas modelo TT 11002, espacadas em 50 cm,
calibrado para entregar 180 L ha-' de calda. A aplicagao foi realiza a 50 cm do alvo,
sob condigbes ambientais de 80% de umidade relativa, 27 °C e tempo nublado.

As 64 plantas de cada espécie foram distribuidas conforme os ensaios
realizados: 12 plantas para analises anatémicas (6 tratadas e 6 controles), 16 plantas
para analises de compostos fendlicos (8 plantas tratadas e 8 controles) e 36 plantas

para quantificagao de acido chiquimico.
2.2.3 Definicado da Cso e GRso baseada em curva dose-resposta

Plantas de cada espécie, com 35-40 cm de altura, foram tratadas com
diferentes concentragbes de glifosato (0; 22,5; 40; 90; 180; 360; 720; 1440; 2880 e
5760 g e.a. ha'), sendo quatro plantas por repeticdo por dose. Aos 12 DAA, foram
avaliados visualmente os danos e determinada a massa seca da parte aérea,
considerando 0% como auséncia de sintomas e 100% morte total da planta. A massa
seca foi obtida apds secagem em estufa a 65 °C até peso constante e pesagem em
balanca analitica.

As doses do herbicida que proporcionaram 80% de controle visual (Cso) € 80%
de reducao da massa seca (GRso) das espécies foram estimadas a partir do ajuste de

curvas log-logisticas inversas, utilizando a equagéao (Carvalho et al., 2005):
d 1
x=ex(G—1p (1)

Em que y representa o percentual de efeito, x € a dose do herbicida, d = 100 € o limite
superior da curva e b e e sao os parametros ajustados. A menor Cso estimada foi

adotada como dose padrdo para aplicagdo em ambas as espécies. O ajuste das
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curvas e a determinacgéo da Cso e GRso foram realizadas em software R (verséo 4.1.0).

O coeficiente de determinagao (R?) foi utilizado para avaliar a qualidade do ajuste.

2.2.4 Coleta e processamento de amostras para analise anatdmica e histoquimica

Folhas jovens foram coletadas para o estudo de acido chiquimico 1, 3, 7,10 e
12 DAA do glifosato, incluindo amostras do controle 12 DAA. O material foi seco em
estufa a 80°C por 15 h e, posteriormente, moido no Tissuelyser Il (QIAGEN®, Hilden,
Germany) até obtencédo de p6 homogéneo.

Nos estudos de compostos fendlicos totais, as folhas foram coletadas 12 DAA
e separadas em apicais e totalmente expandidas, considerando plantas controle e
tratadas. As amostras foram secas em estufa a 40 °C por 48 h.

Os tecidos foliares para analises anatdmicas foram coletados 12 DAA, pela
manha, separando folhas apicais e totalmente expandidas. Vinte e quatro amostras
foram obtidas por espécie, correspondente a seis individuos para cada tipo de folha e
tratamento. Fragmentos da regido mediana da lamina foliar foram fixados em FAA
50% (Formaldeido: acido acético:etanol 50%, 1:1:18 v/v), por 48 h sob vacuo, e
armazenados em etanol 70% até o processamento anatdmico (Johansen, 1940).

As amostras estocadas em etanol 70% foram utilizadas para analises
anatbmicas e histoquimicas. O material foi desidratado em série etilica crescente (70-
95%), pré-infiltrado em alcool 95%: 2-hidroxietiimetacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha) 1:1, e infiltrado em Historesina pura por 15 dias,
antes do emblocamento. Sec¢des transversais de 5-8 ym de espessura foram obtidas
em micrétomo rotativo automatico (RM2265, Leica Microsystems Inc., Deerfield,
USA). Os cortes foram corados com Azul de Toluidina (pH 4,7) (O’Brien et al., 1964)
e montados em Permount (Fisher Scientifical Mounting Medium). Para deteccéo de
compostos fendlicos, amostras de folhas jovens e expandidas, de seis individuos por
espécie, foram fixadas em Formalina com Sulfato Ferroso (FSF) por 48h. O controle
foi realizado em folhas submetidas a extracdo dos fendlicos com metanol por 48h e
posteriormente transferidas para FSF. Para deteccao de flavondides, utilizou-se
Acetato de Chumbo sob fluorescéncia (Charriere-Ladreis,1976). Os testes

histoquiomicos foram feitos em cortes obtidos no micrétomo de mesa.



48

As imagens foram obtidas em microscopio de luz (Olympus® AX70TRF) com
sistema U-Photo e camera digital acoplada (Zeiss HRC). A fluorescéncia empregou

ldmpada de vapor de mercurio HBO50 W e um filtro UV.

2.2.5 Extragao de acido chiquimico

A extracdo seguiu adaptagdes de metodologia descrita por Matallo et al. (2009).
Em cada tubo Falcon foram adicionados 100 mg da amostra foliar seca e 10 mL de
agua acidificada (pH 2, ajustado com H3PO4). As amostras foram agitadas a 80 rpm,
por 30 min em agitador vertical e, em seguida, submetidas a aquecimento em forno
micro-ondas por 10 s a 100 W. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 10 min. O sobrenadante (1,5 mL) foi coletado e filtrado em filtros de
seringa com membrana de PTFE hidrofilico (25 mm de didmetro e 0,4 um de

porosidade). As amostras filtradas seguiram para analise em HPLC.

2.2.6 Métodos de determinagao por HPLC

2.2.6.1 Condigdes cromatograficas

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(HPLC) (Shimadzu LC 20 AT, Shimadzu, Tokyo, Japédo), equipado com bomba
LC20AT e detector UV-Vis SPD- M20A. A coluna utilizada foi C18, VP-ODS de 150
mm a 35°C. A fase movel consistiu em acetonitrila: acido fosférico a 0,01% (v/v) na
proporgao 95:5, com fluxo 0,5 mL min='. O acido chiquimico foi quantificado a 226 nm,
utilizando um detector de arranjo fotodiodo, com tempo total de corrida foi 5 min e

tempos de retencao variando entre 3,411 e 3,929 min.

2.2.6.2 Validacao do método cromatografico para deteccao e quantificagdo de acido

chiquimico

A validagédo do método considerou seletividade, linearidade, preciséo, exatidao
e resolugdo analitica (INMETRO, 2020). Os limites de deteccao (LD) e de

quantificagdo (LQ) ndo foram avaliados por auséncia de amostras isentas de acido
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chiquimico. O efeito matriz ndo ocorreu entre espécies, permitindo aplicar a mesma

validacdo do método.

2.2.6.3 Seletividade

A analise da seletividade foi avaliada comparando cromatogramas dos extratos

vegetais com e sem a adig&o de padrdo (290 mg L~ de acido chiquimico).

2.2.6.4 Resolugao analitica

A resolucao analitica (RA) foi calculada como (ICH, 2005):

3 X desvio padrao da area

inclinagao da curva

2.2.6.5 Linearidade

A linearidade foi avaliada por regressao linear, usando solugbées de acido
chiquimico em diferentes concentragdes (230, 250, 270, 290, 310, 330, 350 mg/L)
adicionadas aos extratos das amostras. A linearidade foi determinada pelo coeficiente

de determinacdo do modelo e grafico de residuos.

2.2.6.6. Exatidao

A exatidao foi avaliada pela recuperacdo percentual em trés niveis de
concentragéo de acido chiquimico: 230 mg L' (baixa), 290 mg L' (média) e 350 mg
L (alta), em triplicata. A concentragédo estimada teve por base a curva analitica, e a
porcentagem de recuperacgao foi calculada por meio da férmula:

Concentracgao estimada

RECUPERACAO = ( )xlOO (3)

Concentracao real
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2.2.6.7. Precisao

A precisao incluiu repetibilidade e precisao intermediaria:

Repetibilidade: Desvio padréo relativo (DRP%) deve ser inferior a 5,3% para trés
concentragdes (230, 290, 350 mg L~ acido chiquimico) do analito em seis replicatas,
analisadas no mesmo dia.

Precisdo intermediaria: As mesmas concentragdes do analito, em triplicata,
foram avaliadas em trés dias distintos. ANOVA foi utilizada para verificar diferencas

significativas entre dias.

2.2.7 Analise comparativa de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram avaliados pelo método de Folin-Ciocalteu
adaptado para microplacas (Singleton e Rossi 1965; Sari et al., 2023). Para extracao,
50 mg de material vegetal seco foram colocados em Tubo Falcon de 50 mL,
adicionados 5 mL de etanol 70% (v/v) e submetidos a ultrassom por 30 min a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min e 0
sobrenadante foi filtrado em filtro PTFE hidrofilico (25 mm, 0,4 um).

Na quantificacao relativa, 20 uL do extrato vegetal (sobrenadante) foram
misturados com 90 pL de reagente Folin-Ciocalteu (1:10 em agua destilada) e 90 pL
de Na2COs (6% p/v, Merck Chemicals) em microplaca. O branco da reagéo continha
20 uL de etanol 70% em lugar do extrato vegetal. Apds incubagédo a temperatura
ambiente por 90 min, a absorbancia foi registrada a 760 nm.

Os resultados foram expressos como valores relativos de absorbancia,
considerando a média das amostras controle como 100%. Os demais tratamentos

calculados conforme:

Atrat - Abranco

Fendlicos totais relativos(%) = x100 (4)

Acontrole - Abranco

Em que A4+ Média da absorbancia da amostra tratada com glifosato, Ap;-qnco:
Média da absorbancia do branco e Ay niro1e: Média da absorbancia da amostra
controle (Sem glifosato). Folhas jovens e completamente expandidas foram

analisadas separadamente.
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2.2.8 Microscopia eletronica de varredura

Amostras de folhas jovens e expandidas, de seis individuos de cada espécie,
fixadas em FAAso e estocadas em etanol 70%, foram desidratadas em série etilica
crescente e secas em ponto critico (Critical Point Dryer, Modelo CPD 030, Balzers,
Liechtenstein). O material foi afixado em suporte, metalizado em ouro (Q150RS) e

analisado em Microscopio Eletronico de Varredura (Jeol JSSM-IT700HR).

2.2.9 Analise estatistica

Os dados da concentragao de acido chiquimico foram submetidos a ANOVA e
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05) no software R via R
Studio (R Core Team, 2019). Os teores de compostos fendlicos foram comparados
com os controles por ANOVA, considerando separadamente folhas jovens e

expandidas.

2.3 Resultados
2.3.1 Curva-dose resposta de C. diffusa e C. benghalensis ao glifosato

As injurias causadas pelo glifosato aumentaram com o aumento das doses, e
a massa seca da parte aérea diminuiu proporcionalmente (Figura 2.1.) O modelo log-
logistico ajustou-se bem aos dados de Commelina benghalensis e C. diffusa (R* 2
0,98. A Cg, estimada foi 1468 g a.i. ha™ para C. benghalensis e 1000 g a.i. ha™ para
C. diffusa, enquanto os valores de GRg, foram 1470 e 1007 g a.i. ha™,

respectivamente (Tabela 2.2.).
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Figura 2.1. Curva dose-resposta de C. diffusa (vermelho) e C. benghalensis (azul) ao
glifosato, com avaliagao visual das injurias Cso e redugéo da massa seca (GRso) ao 12
DAA de glifosato.

Tabela 2.2. Parametros estimados do modelo log-logistico para o controle (Cgo) € a
reducado de biomassa (GRgo) de Commelina benghalensis e Commelina diffusa em

resposta ao aumento das doses de glifosato.

- 5 R? Cso/ GR
1 80 80
Espécie Equacao ajustada (Cso/GRs0) (g e.a. ha™)
Controle (Cego):
. y=0+(100-0)/[1 +(x/476,2) =]
ES:TZZZZZIS 0,98/0,99 1468 /1470
g Redugéo da massa seca (GRgo):
y=0+(100-0)/[1+ (x/470,35) "]
Controle (Cso):
. o — _ -1,03
Co&zczigna y=0+(100-0)/[1+ (x/272,6) 1 0,99/ 0,99 1000/ 1007

Reducéo da massa seca (GRgo):
y=0+(100-0)/[1 + (x/297,15) >9]

'Cg0 € GRg, foram estimados a partir do modelo log-logistico ajustado.

2.3.2 Validacédo do método de HPLC para acido chiquimico

O método foi confirmado quanto a seletividade pela identificagao do pico de acido
chiquimico, sem a interferéncia de outros compostos na matriz vegetal. O tempo total
de corrida foi de 5 min, e o tempo de retencgéo variou entre 3,411 e 3,929 min (Figura

2.2.A). A resolugdo analitica foi de 13,4 mg L~!, com diferenga de 20 mg L~ entre as
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concentragcbes. O método mostrou alta sensibilidade para detectar pequenas
variagdes na concentragdo de acido chiquimico, com residuos distribuidos
aleatoriamente e relagao linear entre a area do pico e a concentracdo do analito
(R2=0,9912) (Figura 2.2.B). A recuperacéo variou entre 97 e 101%, dentro dos limites
aceitaveis (INMETRO, 2020). A receptividade apresentou DRP inferior a 3% em todas
as concentragdes, e a precisao intermediaria nao diferiu entre os ensaios realizados

em dias distintos (p < 0,05).

A ' 1 B 14500001
£140000
t [}] °
1105000 & 1400000 1
; o
;70000 2 1350000
£35000 €
o 3 1300000
<
L - — Bl 1250000 1
J ‘L S y = 2069,87x + 681081,23
5 Adigao de pad 290 mg L 11500001 & R?=0,9912
0 P A 230 250 270 290 310 330 350
Tempo de retengdo (min) Concentragdo de acido chiquimico mg L

Figura 2.2. A) Cromatograma representativo da avaliacdo da seletividade do método
HPLC. A linha vermelha representa o controle e a linha azul, o extrato vegetal da C.
difftusa 290 mg L™ do padrdo de acido chiquimico. B) Curva de calibragédo que
representa a relagao linear entre a concentragao (mg/L) e a resposta instrumental

(area média).

2.3.3 Quantificacdo de acido chiquimico

A quantidade de acido chiquimico nas amostras controle, ndo tratadas com
glifosato, diferiu entre as espécies, sendo de 10 mgg™ de folha maior em C.
benghalensis com comparagao a C. diffusa (28 mgg™ de folha). Commelina
benghalensis apresentou resposta mais precoce ao tratamento, acumulando quase
50 mg g~ de folha de acido chiquimico a 1 DAA. Essas concentragdes aumentaram
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gradualmente até 70 mg g~ de folha até 10 DAA, seguido de declinio aos 12 DAA. Em
C. diffusa, o acumulo significativo ocorreu a partir de 3 DAA (50 mgg™ de folha),
mantendo-se estavel até 10 DAA, com aumento posterior aos 12 DAA (62 mgg™ de
folha) (Figura 2.3.).
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Figura 2.3. Concentragdo de &acido chiquimico (mg g' de folha) em Commelina
benghalensis (azul) e Commelina diffusa (vermelho) apos aplicacdo de 1000 g e. a.
ha! de glifosato em diferentes dias apds a aplicagdo (DAA). O controle corresponde
a planta sem aplicacdo do herbicida. Letras acima das barras indicam diferengas

significativas entre os tempos e o controle pelo teste Tukey (p<0,05; n= 6).

2.3.4 Glifosato reduz a concentracdo de fendlicos totais em Commelina diffusa e

Commelina benghalensis

O ¢lifosato nado alterou o teor de compostos fenodlicos nas folhas jovens de C.
benghalensis, enquanto em C. diffusa a redugéo foi de 15,6% em relagdo ao controle.
Nas folhas expandidas, os niveis diminuiram 23,9% em C. benghalensis e 20,6% em
C. diffusa (Figura 2.4.)
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Figura 2.4. Porcentagem de fendlicos totais nas folhas de C. diffusa (vermelho) e C.
benghalensis (Azul) em plantas controle e tratadas com 1000 g e.a. ha' de glifosato.
A avaliacédo ocorreu 12 dias apos a aplicacdo do herbicida. Letras distintas indicam
diferencga estatistica significativa entre os tratamentos, avaliadas por meio da ANOVA
(a=0,05) (n=8).

As folhas jovens de ambas as espécies apresentaram reagao positiva para
compostos fendlicos em células dos parénquimas paligadico e lacunoso, ndo havendo
diferengas na marcacéao entre plantas controle e tratadas com o glifosato (2.5.a, b). O
mesmo resultado foi evidenciado nas folhas expandidas de C. benghalensis (2.5.c, d).
Ja em C. diffusa, é possivel observar que a reacao positiva para fendélicos evidenciada
no mesofilo das folhas do controle (Fig. 2.5.e), nao foi visualizada nas folhas tratadas
(Fig. 2.5.f). Flavonoides foram detectados nas folhas expandidas, principalmente
proximas aos feixes vasculares, sendo a deteccdo mais intensa no controle que nas
plantas tratadas (Fig. 2.5.g, h). O mesmo comportamento foi observado nas folhas

jovens de C. diffusa.
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Controle 1000 g e.a. ha”

Figura 2.5. Detecgao de compostos fendlicos nas folhas de Commelina benghalensis
e Commelina diffusa. A-B Folha jovem de C. benghalensis, C-D Folha expandida de
Commelina benghalensis, E-F Folha expandida de C. diffusa, G-H Folha expandida
de Commelina diffusa, A, C, E, G Controle; B, D, F, H expostas ao glifosato. A-F Teste
histoquimico: Formalina com Sulfato ferroso, para detecgcdo de compostos fendlicos
gerais (reagao positiva indicada por cor castanho escuro). G, H Teste histoquimico
com Acetato de Chumbo, sob fluorescéncia, para detec¢do de flavondides (reagao
positiva indicada por amarelo-esverdeado). Observe auséncia de reagdo para
compostos fendlicos em folhas expandidas de C.diffusa (f). Abreviagoes: ep epiderme,
pp parénquima palicadico, sp parénquima esponjoso, setas brancas indicam
idioblastos fendlicos, setas pretas indicam presenca de flavondides. Barras de

escala:20 ym (detalhes g e h); 50 um (g,h); 100 pm (a-f).
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2.3.5 Glifosato altera a morfologia foliar externa e interna de C. diffusa e C.

benghalensis

O glifosato induziu clorose e necrose foliar em C. benghalensis e C. diffusa. O
herbicida também reduziu o crescimento das plantas, avaliado pela redu¢cao da massa

seca em relagao ao controle (Fig. 2.1. € 2.6.).

Commelina benghalensis Commelina diffusa

Controle

1000 g e.a. ha'

Figura 2.6. Commelina benghalensis (A, C) e Commelina diffusa (B, D), controle (A,

B) e tratadas com 1000 g e.a. ha™! de glifosato (C, D). Barras de escala: 1 cm.

C. benghalensis apresenta trés tipos de tricomas tectores: multicelulares

simples com gancho (Fig. 2.7.a), bicelulares simples e multicelulares simples (Fig.2.7.
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b). Os tricomas de C. diffusa sao semelhantes, exceto o tricoma em formato de
gancho, que nao esta presente na espécie. As folhas de ambas as espécies séo
anfiestomaticas, com células-guarda e subsidiarias integras (Fig. 2.7.c). A epiderme
apresenta células volumosas e cuticula delgada e o mesofilo € dorsiventral (Fig.
2.7.d). Uma camada estreita de colénquima esta presente subjacente a epiderme de
ambas as faces na regiao da nervura mediana em C. diffusa e em C. benghalensis
(Fig. 2.7.e). Os feixes vasculares s&o colaterais e delimitados por bainha

parenquimatica (Fig. 2.7e-detalhe).
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Figura 2.7. Descricdo da anatomia foliar de Commelina benghalensis e Commelina
diffusa e das alteracbes na anatdmicas induzidas pelo Glifosato em folhas expandidas.
A, B, D, E, E- detalhe, H - K, Comelina benghalensis; C, F, G, Commelina diffusa. A
- E Anatomia foliar das plantas do controle, apresentando tricoma multicelular simples

com gancho (A); tricoma multicelular simples (B); estdmato com estrutura integra (C);
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lamina foliar com epiderme unisseriada e mesofilo dorsiventral (D); regido da nervura
mediana contendo colénquima em ambas as faces (E) e feixes colaterais integros (E
- detalhe). F - K Anatomia foliar das plantas expostas ao glifosato, apresentando
alteragdes no complexo estomatico (F, G); hiperplasia no mesofilo e divisdo anormal
na epiderme (H); necroses na lamina foliar (I); aumento no volume celular e flacidez
nas células do parénquima fundamental (J); necrose no floema (K). Seccgbes
transversais. a-m coloracido com Azul de Toluidina. Abreviacdes: col colénquima, ep
epiderme, gc células-guarda, hy hiperplasia, ne necrose, ph floema, pp parénquima
palicadico, sb células subsidiarias, sc camara subestomatica, sp parénquima
esponjoso, st estdmatos, tr tricomas, vb feixe vascular, xy xilema, setas brancas
indicam hipertrofia e flacidez de células parenquimaticas na regido da nervura. Barras
de escala: 20 ym (c, g); 50 um (a, b, d, e, f, e detalhe, i, k), 100 pm (j).

Em plantas tratadas com glifosato, a diferenciacdo do complexo estomatico foi
comprometida nas folhas expandidas de ambas as espécies, manifestando-se de
duas formas: 1) células-guarda com diferenciacdo anormal, associadas a uma camara
subestomatica mal formada (Fig. 2.7.f); 2) células epidérmicas ordinarias associadas
células subsidiarias e a uma camara subestomatica desenvolvida, indicando a nao
diferenciacao das células-guardas (Fig. 2.7.g). O parénquima palicadico apresentou
proliferagdo celular com alongamento comprometido, formando de duas a seis
camadas compactas, indicando hiperplasia no mesofilo (Fig. 2.7.h). Além disso, foi
observada divisdo anormal na epiderme, resultando em regides com mais de uma camada
(Fig. 2.7.h). As manchas de necroses observadas visualmente foram comprovadas na
anatomia de ambas as espécies (Fig. 2.7.i). As células parenquimaticas da nervura
exibiram hipertrofia e flacidez (Fig. 2.7.j) e foi observado células necréticas no floema.

As folhas jovens das espécies de Commelina nao apresentaram danos
celulares visiveis, mas a SEM revelou alteracbes externas semelhantes as
observadas nas folhas expandidas. Comparadas as plantas controle (Fig. 2.8. a-d), a
parede periclinal externa das células ordinarias da epiderme apresentou areas com
acentuada erosao (Fig. 2.8.e) e remocao (Fig. 2.8.f) de ceras epicuticulares. Os
tricomas apresentaram deformacodes (Fig. 2.8.g-i). O complexo estomatico exibiu
células subsidiarias irregulares e concavas (Fig.2.8.j), enquanto as células-guarda

mostraram cristas flacidas e/ou desintegradas (Fig. 2.8, k). Os danos foram mais
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severos na face adaxial do que na abaxial, independente do estagio de

desenvolvimento da folha.

Controle

1000 g e.a. ha'

Figura 2.8. Micromorfologia da superficie foliar de Commelina benghalensis e
Commelina diffusa e danos micromorfoldgicos induzidos pelo glifosato. B, C, E, G, H,
J Comelina benghalensis; A, D, I, F Commelina diffusa. A-D Controle; E-K expostas
ao glifosato. Plantas do controle apresentando superficie foliar recoberta por ceras
epicuticulares (A), tricomas (B, C) e estdbmatos integros (D). Em contraste, as plantas
expostas ao herbicida erosao (E) e remocéo (F) das ceras epicuticulares, tricomas
danificados (G, H), estobmatos alterados (I, J). Abreviagdes: ep epidermis, mi midrib,

tr trichomes, setas brancas indicam modificagdes nas ceras epicuticulares; setas
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pretas indicam cristas estomaticas. Barras de escala: 10 pm (i); 20 uym (d, e, f); 25 pm
(a, ¢, h, j); 50 um (g); 100 um (b).

2.4 Discussao

Commelina benghalensis e C. diffusa requereram doses maiores a 1000 g e.a.
ha™' para atingir 80% de controle (Cso) e para reduzir 80% da massa seca aérea
(GRso). Esses valores sao superiores aos de espécies sensiveis, refletindo diferencas
na absorgéao, translocagao e metabolismo do glifosato (Faria et al., 2024). As doses
de glifosato variam amplamente, de 370 a 2.520 g e.a. ha™, conforme a cultura e a
espécie de planta daninha (AGROFIT, 2025). Em sistemas de sucessdo com milho,
soja ou algodao tolerantes ao glifosato, as doses de campo geralmente variam de
1080 a 2180 g e.a. ha™, dependendo da finalidade (dessecagao pré-plantio ou manejo
pos-plantio) e das espécies infestantes. A dose mais comum é de 1440 g e.a. ha™
equivalente a 3 L de produto comercial (480 g e.a. L™") ou 2 kg de formulagdes solidas
(WG, 720 g e.a. kg™") pela praticidade de aplicacao e pela possibilidade de mistura
com outros herbicidas (Procépio et al., 2024). Essa concentragdo é préxima aos
valores de Cgo € GRgo estimados para Commelina diffusa e semelhantes aos
observados para C. benghalensis, indicando a dificuldade de controle dessas
espécies. Em algumas plantas daninhas, um controle de 80% pode ser considerado
satisfatorio (Vanhala et al. 2004). No entanto, aumentar o controle para 90%, pode
requerer doses substancialmente maiores. No caso das espécies de Commelina, os
valores de Cq € GRy, ultrapassariam 2000 g e.a. ha™ (Figura 1). Além disso, em
condigbes de campo, as doses necessarias para atingir 80% de controle geralmente
sao superiores as observadas em condi¢des controladas.

O uso continuo do glifosato aumenta a pressao de selecao, favorecendo a
persisténcia de plantas tolerantes e podendo induzir a expressao de mecanismos de
resisténcia (Kudsk et al., 2017; Procoépio et al., 2024). Assim, espécies inicialmente
tolerantes podem evoluir para resisténcia, como observado em espécies de Chloris
(Bracamone et al., 2018; Ngo et al. 2018). No Brasil, Euphorbia heterophylla era
considerada tolerante ao glifosato (Vargas et al. 2013), mas a exposig¢ao continua ao
herbicida levou ao desenvolvimento de resisténcia, expressando mecanismos
semelhantes aos observados em outras espécies de plantas daninhas. Uma

populagao do Parana que sobreviveu a aplicagdo de 2160 g e.a. ha™ selecionou uma
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mutacao dupla (Thr102lle + Pro106Thr, conhecida como mutacao TIPT) (Mendes et
al., 2020). Isso sugere que a elevada tolerancia observada em C. benghalensis e C.
diffusa pode se intensificar caso essas espécies selecionem e expressem
mecanismos de resisténcia.

Commelina benghalensis acumulou acido chiquimico durante os primeiros dias
apo6s a exposicao ao glifosato, confirmando a inibicdo da EPSPS (de Araujo et al.,
2025). Aos 12 dias apés a aplicagao (DAA), a redugao dos niveis de acido chiquimico
indica uma diminuigdo no acumulo desse metabdlito ao longo do tempo, o que pode
estar associado a ajustes fisiolégicos que reduzem o impacto do glifosato sobre a via
do acido chiquimico (Duke, 2011; Duke, 2025). Em contraste, Commelina diffusa
manteve um acumulo mais tardio de acido chiquimico. Estudos anteriores associaram
esse padrao a lenta translocagao do herbicida e a caracteristicas estruturais que
podem restringir a mobilidade do glifosato dentro da planta, como elevadas
concentragcdes de amido no caule (Tuffi et al., 2004; Freitas et al., 2018). O acumulo
de acido chiquimico é um marcador precoce da agao do glifosato, mesmo em espécies
tolerantes ou resistentes (de Freitas et al., 2020).

O glifosato reduziu os fendlicos totais em folhas expandidas de C. benghalensis
e C. diffusa. Em folhas jovens, apenas C. diffusa apresentou redugao, com efeito muito
menor que nas folhas expandidas. Os efeitos maiores nas folhas expandidas estao
associados ao acumulo do herbicida nessas folhas e a menor taxa de renovacao
celular (Martinelli et al., 2020). A metabolizacdo diferencial do glifosato pode ser
responsavel pela tolerdncia ao herbicida em C. benghalensis e a translocagao
reduzida em C. diffusa, mecanismos que podem afetar a redistribuicdo do glifosato
para os pontos meristematicos (Freitas et al., 2018; Duke; 2025). Fendlicos atuam
como antioxidantes em plantas, promovendo a quelacdo de metais, eliminando
espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibindo a peroxidacao lipidica sob condigdes
de estresse (Saini et al., 2024). A principal via de sintese de fendlicos € a do acido
chiquimico (Shende, et al., 2024). O corismato, intermediario da via, gera aminoacidos
aromaticos, como a fenilalanina (Zulet-Gonzalez et al., 2023). A fenilalanina aménia-
liase (PAL) converte a feninalanina em &cido cinamico, precursor de flavonoides,
lignina e acido hidroxinamicos (Li et al., 2023; Zhang et al., 2023). O glifosato, ao inibir
a EPSPs, pode bloquear a formacao do corismato e fenilalanina, consequentemente,

a sintese de fendlicos (Chen et al., 2024).
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Folhas expandidas de C. benghalensis, tratadas com o glifosato, apresentam
marcacao histoquimica para fendlicos. A reacao Folin-Ciocalteu detecta reducao dos
fendlicos totais em comparagdo ao controle. Fendlicos visiveis refletem compostos
localizados, enquanto a quantificagdo total, avalia toda a fragdo de fendlicos
extraiveis. Essas diferengas explicam as discrepancias entre os resultados obtidos
(Kupina et al., 2018; Ghosh, et al., 2019).

As espécies, expostas ao glifosato, apresentaram clorose, necrose e redugao
de crescimento, mais evidentes em folhas expandidas, do que em folhas jovens. Essa
diferenca de sintomas, associadas ao estagio de desenvolvimento, reflete a menor
translocacao do glifosato para regides metabolicamente ativa, resultando em menores
danos nos meristemas (Radziewicz et al., 2021; Adriano et al., 2021). A permanéncia
e atividade do apice caulinar, garante a rebrota de C. benghalensis e C. diffusa,
permitindo que essas espécies continuem o ciclo reprodutivo e reabastegcam o banco
de sementes e propagulos (Freitas et al., 2018). Essa € uma caracteristica comum de
especies tolerantes, que mantém populagdes, mesmo sob pressdo do herbicida
(Monquero et al., 2004; Leon et al., 2022).

As alteragcdes no padrdo de divisdo e diferenciagdo celular, observadas na
epiderme e mesofilo, sdo disturbios resultantes da inibigao da via do acido chiquimico
pelo herbicida, que reduz a sintese de aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e
fenilalanina (Almeida et al., 2024). O triptofano € um precursor direto da auxina (AlA)
(Solanki et al., 2023), enquanto a fenilalanina origina flavondis, que regula o transporte
polar de auxina e mantém o equilibrio redox celular (Casanova-Saez et al., 2021). A
deficiéncia desses metabdlitos compromete a producao e distribuicdo de auxina, o
que pode explicar a ma formacao das células-guarda, hiperplasia e alongamento
comprometido. A hiperplasia no mesofilo, pode ser interpretada como um mecanismo
compensatério e temporario ao colapso celular, necrose foliar e perda de area
fotossintética, visto que essas sao espécies tolerantes (Tuffi et al., 2009; Meloni et al.,
2021).

As necrose podem estar associadas ao acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), induzido pelo glifosato e seu principal metabdlito, &cido
aminometilfosféonico (AMPA). A ROS, causa peroxidacao lipidica, rompimento de
membranas e colapso celular (Traxler et al., 2023). A inibigcdo da via do chiquimato

pelo herbicida compromete a sintese de lignina e outros compostos fendlicos
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estruturais, importantes na integridade mecanica das paredes celulares, com efeitos
na diferenciagcdo dos elementos de vaso do metaxilema (de Araujo et al., 2025). A
deficiéncia de lignina, juntamente com a desregulacdo da auxina, contribui para
hipertrofia celular e formacdo de feixes vasculares flacidos e desorganizados,
culminando no colapso funcional do tecido vascular (Casanova-Saez et al., 2021).

Na epiderme, a remocéao das ceras epicuticulares, erosao da parede periclinal externa,
revelada via SEM indica a degradacgéo precoce da cuticula, que pode ser resultante
da peroxidagao lipidica causadas pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (De Faria et al., 2023). A oxidacao de lipidios e compostos fendlicos reduz a
integridade da camada cerosa e a deposi¢ao de cutina e lignina, resultando em uma
superficie foliar mais permeavel (Reynoud et al., 2021). A maior severidade dos
sintomas na face adaxial esta associada a maior area de contato com o herbicida que
na face abaxial (Johnson & Baucom, 2024). Os efeitos do glifosato, mostram que
mesmo em espécies tolerantes, ocorre danos nas superficies e que comprometem a
barreira cuticular, o que pode resultar em desequilibrio da regulagdo hidrica, na

susceptibilidade a patdogenos e desempenho fisioldgico das plantas.

2.5 Conclusao

Commelina benghalensis e C. diffusa s&o tolerantes ao glifosato, mas
apresentam alteragdes anatdmicas e fisioldgicas apds a aplicagdo. O herbicida afeta
processos metabdlicos essenciais, limitando o crescimento e desenvolvimento das
plantas, sendo a C. benghalensis apresenta maior capacidade de compensagao
fisiologica frente ao glifosato. A inibigdo da rota do acido chiquimico reduz a produgéo
de compostos fendlicos, comprometendo a defesa e aumentando a susceptibilidade a
patdgenos e estresses abiodticos. Esses resultados indicam perspectivas para estudos
complementares com parametros metabdlicos e fisiolégicos, que investiguem quais
0s mecanismos de tolerancia/resisténcia presentes nas espécies, que permitem
completar o ciclo de vida, mesmo sofrendo danos estruturais e quimicos. Além
disso, reforcam a importancia de estratégias de manejo integrado que considerem a

biologia de cada espécie.
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CAPITULO 3

RESISTENCIA AO GLIFOSATO NO SITIO-ALVO EM Digitaria insularis:
EVIDENCIAS DA MUTACAO PRO106THR E DA AMPLIFICACAO DO GENE
EPSPS

Resumo: A resisténcia ao glifosato em Digitaria insularis tem aumentado em sistemas
agricolas anuais e perenes no Brasil, ultrapassando 18 milhdes de hectares em 2025,
comprometendo a eficacia do controle quimico dessa espécie. Este estudo
caracterizou os mecanismos de resisténcia ao glifosato relacionados ao sitio de agéo
(target-site resistance — TSR) em um bidtipo de D. insularis coletado em uma lavoura
de café na regido da Zona da Mata de Minas Gerais. Os bi6tipos resistentes (B2 e B3)
sobreviveram a dose comercial de glifosato (1440 g e.a. ha™), enquanto o bibtipo
suscetivel (B1) apresentou 100% de controle nessa dose. O fator de resisténcia (FR)
variou de 1,9 a 3,0 para B2 e de 2,9 a 4,6 para B3, com base nos valores de LD5, €
GRsy, indicando resisténcia de baixo nivel. Aos 7 dias apds a aplicacado, o bidtipo
suscetivel acumulou aproximadamente 5 pg disco™ de acido chiquimico na dose
comercial. Nenhum acumulo foi observado nos bidtipos resistentes nessa dose, o
acumulo ocorreu apenas em B2 (=4,8 ug disco™) na dose equivalente a trés vezes a
recomendada, enquanto B3 manteve concentragdes semelhantes entre as doses
avaliadas. Os biotipos resistentes apresentaram um aumento modesto no numero de
copias do gene EPSPS, de aproximadamente 20% em B2 e 40% em B3. O
sequenciamento revelou a mutagcéo Pro106Thr em 100% dos individuos resistentes,
enquanto essa mutagdo esteve ausente no bidtipo suscetivel. Esses resultados
demonstram a ocorréncia combinada de dois mecanismos de resisténcia relacionados
ao sitio de acao (mutagcado e amplificacdo génica) em D. insularis, destacando a
necessidade de monitoramento precoce e manejo integrado para retardar a evolugao

da resisténcia ao glifosato em sistemas cafeeiros.

Palavras-chave: Acido chiquimico, mecanismo de agdo, mutag&o no sitio-alvo, planta
daninha.
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3.1 Introducgao

O glifosato destaca-se como um herbicida n&o seletivo e de amplo espectro,
amplamente utilizado no manejo de plantas daninhas em lavouras de café (Gaines et
al., 2019). Esse herbicida inibe a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPS), essencial na via do acido chiquimico, responsavel pela sintese de
aminoacidos aromaticos nas plantas (Almeida et al., 2024; Pagnoncelli et al., 2024).
O uso continuo e recorrente do glifosato aumenta a pressao de selegao, favorece a
evolugao de bidtipos resistentes de plantas daninhas e compromete a eficacia do
manejo a longo prazo (Onofre et al., 2021). Embora esse herbicida apresente baixa
frequéncia natural do alelo de resisténcia (5 x 1078) (Pagnoncelli et al., 2024), sua
utilizacao repetida promove a selecdo e a disseminacédo de populacdes resistentes
em diversas espéecies.

Digitaria insularis representa uma das principais espécies de plantas daninhas
em sistemas de producgao de café, pois reduz significativamente a disponibilidade de
nutrientes e o crescimento da cultura (Carvalho et al., 2013). O manejo dessa espécie
baseia-se predominantemente no uso de glifosato, frequentemente como unica
estratégia de controle, o que contribui para a rapida evolugao de biotipos resistentes
no Brasil (Amaral et al., 2023). As areas infestadas expandiram-se consideravelmente
nas ultimas décadas, passando de ocorréncias localizadas para mais de 18 milhdes
de hectares em 2025 (Alcantara-de la Cruz et al., 2026). Digitaria insularis apresenta
habito de crescimento perene, metabolismo C4 e elevada capacidade reprodutiva por
meio de sementes e rizomas, caracteristicas que favorecem sua persisténcia e
disseminagao em sistemas agricolas (Galon et al., 2024; Souza et al., 2024). Essa
combinagao de estratégias reprodutivas, associada ao rapido acumulo de biomassa
em estadios mais avangados de desenvolvimento, aumenta sua competitividade e
dificulta seu controle (Cavalieri et al., 2021; Moisinho et al., 2024).

O Brasil, maior produtor e exportador mundial de café, depende de sistemas de
producao altamente intensivos, nos quais o controle quimico de plantas daninhas é
amplamente utilizado. Cafeicultores da regido da Zona da Mata de Minas Gerais
relatam falhas no controle de D. insularis, mesmo quando utilizam as doses

recomendadas de herbicidas e tecnologias adequadas de aplicagdo. A identificagéo
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dos mecanismos de resisténcia € fundamental, uma vez que diferentes mecanismos
requerem estratégias especificas de manejo (Riechers et al., 2024).

Os mecanismos de resisténcia a herbicidas sao classificados em resisténcia
relacionada ao sitio de acdo (target-site resistance — TSR) e resisténcia nao
relacionada ao sitio de acao (non-target-site resistance — NTSR). A TSR ao glifosato
envolve principalmente muta¢des ou amplificacdo do gene EPSPS, enquanto a NTSR
inclui alteragdes na absorgédo e translocagao do herbicida (Gaines et al., 2019). A
rotacdo de herbicidas com diferentes mecanismos de agdo € uma estratégia eficaz
para o manejo de casos de TSR (Busti et al., 2020), enquanto os mecanismos de
NTSR tendem a ser mais complexos e podem reduzir a eficacia de multiplos
herbicidas (Amaral et al., 2023).

O monitoramento precoce e a caracterizagdo dos niveis e mecanismos de
resisténcia subsidiam estratégias de manejo integrado de plantas daninhas, reduzem
a pressao de selecdo e limitam a disseminacado de bidtipos resistentes (Simard e
Laforest, 2024). Assim, este estudo teve como objetivo identificar os niveis e os
mecanismos de resisténcia ao glifosato em dois biotipos de Digitaria insularis

coletados em lavouras cafeeiras da regidao da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Material vegetal

Sementes de bidtipos de Digitaria insularis foram coletadas em areas com
diferentes histéricos de manejo na regido da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil. O
bidtipo B1 (supostamente suscetivel) foi coletado em uma area de vegetagao nativa
sem histérico de aplicagao de glifosato, em Vigosa, MG (20°45'14.00" S; 42°52'54.00"
W). Os biotipos B2 e B3 foram coletados em duas lavouras cafeeiras distintas
submetidas a aplicagbes frequentes de glifosato, localizadas em Coimbra, MG
(21°00'00.64" S; 42°30'49.48" W) e Vigosa, MG (20°46'12.32" S; 42°52'07.57" W),
respectivamente.

O bidtipo B1 n&o sobreviveu a aplicacao de glifosato na dose recomendada em
campo, enquanto os biétipos B2 e B3 sobreviveram a aplicagado de 1440 g e.a. ha™

(Trop®, 480 g e.a. L™). Os bidtipos B2 e B3 foram submetidos a sele¢ao nessa dose,
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e as sementes produzidas pelas plantas sobreviventes foram utilizadas nos

experimentos subsequentes. O bidtipo B1 foi utilizado como controle suscetivel.

3.2.2 Avaliacdo do fator de resisténcia (FR)

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado. As unidades experimentais consistiram em vasos plasticos
com capacidade de 0,35 dm?3, preenchidos com solo. Foram semeadas cinco
sementes por vaso a 2 cm de profundidade, realizando-se o desbaste no estadio de
duas folhas para manter duas plantas por vaso. Cada dose contou com oito
repeticdes. As plantas foram irrigadas diariamente para manter a umidade do solo
préxima a capacidade de campo.

As plantas dos biétipos B1, B2 e B3 foram tratadas com glifosato nas doses de
0, 180, 360, 720, 1440, 2880, 5760 e 11520 g e.a. ha™ quando atingiram
aproximadamente 10 cm de altura. As aplicagdes foram realizadas com pulverizador
costal pressurizado por CO,, equipado com pontas de jato plano TT 110.02 espagadas
em 50 cm, utilizando volume de calda de 165 L ha™ e pressao constante de 200 kPa.
As aplicacdes foram realizadas a 50 cm do alvo, sob temperatura de 27 °C, umidade
relativa de 80% e condi¢gdes de céu nublado.

O controle visual e a massa seca da parte aérea foram avaliados aos 21 dias
ap6s a aplicagcdo (DAA). O controle visual foi determinado por dois avaliadores
independentes utilizando escala de 0 a 100%, em que 0 corresponde a auséncia de
injurias e 100 a morte das plantas (Miranda et al., 2021). A massa seca da parte aérea
foi determinada apd6s secagem do material vegetal em estufa de circulagéo forgada de
ar a 60 °C até peso constante, seguida de pesagem em balancga analitica, sendo os
resultados expressos em porcentagem em relagao a testemunha (plantas nao tratadas
de cada populacéo).

Os dados de controle visual e redu¢ao da massa seca da parte aérea (%) foram
utilizados para estimar os valores de LDs;, e LDy, (doses necessarias para
proporcionar 50% e 90% de controle visual, respectivamente) e de GRso, € GRy
(doses necessarias para reduzir a massa seca da parte aérea em 50% e 90%,
respectivamente). Esses parametros foram obtidos pelo ajuste de um modelo logistico
sigmoidal aos dados, por meio de regressao nao linear em fungdo da dose de
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glifosato, com os limites inferior e superior fixados em 0 e 100, respectivamente. As
andlises foram realizadas no software OriginPro (OriginLab Corporation,

Northampton, MA, EUA).

Y = a
a2
1+ Gp)”

Em que Y representa o controle visual (%) ou a massa seca da parte aérea expressa
em porcentagem da testemunha ndo tratada; x é a dose do herbicida (g e.a. ha™); a
corresponde a assintota superior da curva; x, representa a dose responsavel por 50%
da resposta; e b descreve a inclinagao da curva em torno de X,. A partir do modelo
ajustado foram estimados os valores de LDsq e LDyg, correspondentes as doses
necessarias para proporcionar 50% e 90% de controle visual, respectivamente, bem
como os valores de GR;o € GRy, correspondentes as doses necessarias para reduzir
a massa seca da parte aérea em 50% e 90%. Os valores de Csq € GR;o foram
utilizados para o calculo do fator de resisténcia (FR), definido como a raz&o entre os
valores estimados para o bidtipo resistente e o bidtipo suscetivel (FR = R/S) (Avila et
al., 2005).

3.2.3. Condicdes de Cultivo das Plantas para analises bioquimicas e moleculares

Plantas de Digitaria insularis foram cultivadas em camara de crescimento
utilizando bandejas (0,125 m?) com fundo perfurado. As bandejas foram preenchidas
com uma mistura de substrato comercial e vermiculita na proporgéo de 1:1 (v). Foram
semeadas 40 sementes por bandeja, a 2 cm de profundidade. A caémara de
crescimento foi mantida a 30/28 °C (12 h de luz/12 h de escuro), com intensidade
luminosa de 300 pmol m™2 s™'. As plantas foram irrigadas conforme necessario.

As plantas foram tratadas com glifosato quando atingiram aproximadamente
10 cm de altura. O herbicida utilizado foi Fortin Green® (360 g e.a. L™, Key, Tarrega,
Catalunha, Espanha). As doses aplicadas corresponderam a 0 (controle), 1x e 3x a
dose recomendada em campo (1440 g e.a. ha™), equivalendo a 0, 1440 e 4320 g e.a.
ha™. As aplicagbes foram realizadas utilizando um aerdgrafo (airbrush) (Definik,
Sagola, Vitoria-Gasteiz, Espanha) acoplado a um compressor (Werther, Breverato,

Italia; 60 W, reservatorio de 10 L e presséo de 2,5 bar), mantendo-se um volume de
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pulverizagdo constante de 6,25 mL por bandeja (0,125 m?), mediante ajuste da
concentracédo do herbicida de acordo com a dose desejada.

As folhas foram coletadas aos 7 dias apos a aplicagado (DAA). Discos foliares
foram retirados da folha mais jovem, enquanto o restante das folhas foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a —80 °C. As folhas provenientes da
mesma planta foram agrupadas e consideradas uma repeticao biolégica. As amostras
foram maceradas em moinho Retsch MM200, e a quantidade necessaria de tecido

vegetal foi separada para cada analise.
3.2.4 Acumulo de acido chiquimico

O acumulo de acido chiquimico foi quantificado em discos foliares dos biotipos
B1, B2 e B3, seguindo a metodologia descrita por Fernandez-Escalada et al. (2016),
utilizando oito repeticdes por tratamento. Trés discos foliares com 4 mm de didametro
foram coletados da folha mais jovem completamente expandida e submetidos a
extragao acida. O teor de acido chiquimico foi determinado por espectrofotometria
utilizando leitor de microplacas (Synergy™ HT, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
EUA), com leitura realizada a 380 nm. A quantificagao foi realizada com base em uma
curva padrao preparada a partir de concentragdes conhecidas de acido chiquimico
(0—100 pg mL™"). Os resultados foram expressos em pg de acido chiquimico por disco

foliar.

3.2.5 Extracdo de DNA

Tecido foliar (~100 mg) foi coletado dos bidtipos resistentes B2 e B3 (n = 20) e
do bidtipo suscetivel B1 (n = 15). As amostras foram coletadas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -80 °C. O tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido, e
aproximadamente 100 mg foram utilizados para a extragao de DNA gendémico (gDNA)
utilizando o kit GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURX, cat. n® E3595),
seguindo as instru¢des do fabricante.

A concentragdo do DNA foi determinada utilizando um leitor de microplacas
NanoPhotometer® NP80 (Implen GmbH, Munique, Alemanha), e sua integridade foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%. O DNA gendmico foi armazenado
a —20 °C e utilizado para a quantificagdo do numero de copias do gene EPSPS e para

0 sequenciamento.
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3.2.6 Determinagao do numero de copias do gene EPSPS

O numero de copias do gene EPSPS foi estimado por PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) utilizando DNA gendmico dos bidtipos B1 (suscetivel, n = 15) e B2
e B3 (resistentes, n = 20). As reagdes foram realizadas utilizando o kit iQ SYBR Green
Master Mix (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, EUA; ref. 170-8882), seguindo as
recomendagdes do fabricante, com 12,5 ng de DNA gendmico por reagédo e
concentracao final de primers de 0,3 uM.

Os primers utilizados para amplificagdo do gene EPSPS foram 5'-
AGGTTCCATCAGCAGTCAATAC-3' (forward) e 5'-
TTTCGACATAGGGAATGGAGATTAG-3' (reverse), gerando um amplicon de 113 pb.
Para o gene de referéncia ACT (actina), foram utilizados os primers 5'-
CTCTTCCAGCCATCCATGATT-3'e 5-CCTGATATCCACGTCACACTTC-3', gerando
um amplicon de 90 pb. Os primers foram desenhados utilizando a ferramenta
PrimerQuest Tool (IDT), com base nas sequéncias dos genes EPSPS (KX108899.1)
e ACT (PQ479510.1) de D. insularis disponiveis no NCBIl. As condigbes de
amplificagdo consistiram em desnaturagao inicial a 95 °C por 5 min, seguida de 40
ciclos de 95 °C por 30 s e anelamento/extensao por 1 min a 62 °C (EPSPS) ou 60 °C
(ACT). A analise da curva de dissociagdao confirmou a amplificagdo de um unico
produto especifico.

Os valores de Ct foram utilizados para estimar o numero relativo de cépias do
gene EPSPS pelo método comparativo 2™22Ct em que ACt = CtACT — CtEPSPS (Livak e
Schmittgen, 2003). Controles sem molde foram incluidos para detectar possiveis
contaminagdes. A eficiéncia dos primers foi de 92,35% para EPSPS (R? = 0,99) e de

101% para ACT (R? = 0,99). Todas as reagdes foram realizadas em triplicata.

3.2.7 Sequenciamento do gene EPSPS

A amplificagédo por PCR foi realizada em volume final de 25 pL, contendo 12,5
ML de Premix Tag™ DNA Polymerase (Takara Bio Group, ref. RO04A), 1,25 uL de
cada primer forward e reverse (10 uM; concentracéao final de 0,5 uM), 6 uL de agua
livre de nucleases (Thermo Fisher Scientific, ref. 0581) e 40 ng de DNA genémico (4

ML por reagdo). Os primers utilizados para o sequenciamento do gene EPSPS foram
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5-AGCTGTAGTCGTTGGCTGTG-3' e  5-CCCAGCTATCAGAATGCTCTGC-3'
(Yannicari et al., 2022).

As condigbes da PCR consistiram em desnaturagao inicial a 98 °C por 2 min,
seguida de 35 ciclos de amplificagdo (98 °C por 10 s, 58 °C por 30 s e 72 °C por 1
min), com extensao final a 72 °C por 2 min. O tamanho esperado do amplicon foi de
828 pb.

Os produtos de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1%.
As amostras foram sequenciadas pelo método de Sanger utilizando o equipamento
3730xI DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific), pela empresa STAB VIDA (Caparica,
Portugal). As sequéncias obtidas foram analisadas e alinhadas utilizando os
programas Chromas 2.6.6 e MEGA 11.0.13, empregando a sequéncia do gene
EPSPS de Digitaria sanguinalis (GenBank: OM311259) como referéncia (Yannicari et
al., 2022).

3.2.8 Analise estatistica

Para as analises de concentracédo de acido chiquimico e numero de cépias do
gene EPSPS, as médias foram calculadas utilizando plantas individuais como
unidades experimentais. Os efeitos dos tratamentos dentro de cada bidtipo foram
avaliados por meio de analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05). As analises estatisticas e a
elaboracao dos graficos foram realizadas utilizando o software Origin (versao 2016;
OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA).

3.3 Resultados

3.3.1 Fator de resisténcia ao glifosato

O bidtipo suscetivel B1 apresentou elevada sensibilidade ao glifosato, com
reducao acentuada do crescimento a partir de 360 g e.a. ha™ e mortalidade na dose
comercial de 1440 g e.a. ha™. Em contraste, os bidtipos B2 e B3 apresentaram
sobrevivéncia a dose comercial, mantendo individuos vivos até 2880 g e.a. ha™
(Figura 3.1). Além da sobrevivéncia em doses mais elevadas, os biotipos resistentes

apresentaram maior desenvolvimento vegetativo em comparagdo ao bidtipo
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suscetivel. O aumento das doses de glifosato intensificou os sintomas de intoxicagao,

caracterizados principalmente por redug¢ao do crescimento, clorose e necrose foliar.

180 360 720 1440 2880 5760 11520

Glifosato (g e.a. ha™")

Figura 3.1. Resposta visual de biétipos de Digitaria insularis (B1, B2 e B3) submetidos
a doses crescentes de glifosato (0, 360, 720, 1440, 2880, 5760 e 11520 g e.a. ha™)

aos 21 dias apés a aplicacao.

O modelo log-logistico descreveu adequadamente a resposta dos bidtipos de
D. insularis ao glifosato, apresentando coeficientes de determinacao (R?) entre 0,98 e
0,99 (Tabela 3.1). Os valores de LDs, foram de 520 g e.a. ha™ para B1, 980 g e.a.
ha™ para B2 e 1487 g e.a. ha™ para B3, correspondendo a fatores de resisténcia de
1,9 e 2,9 para os bidtipos resistentes (Figura 3.2a; Tabela 3.1). A dose recomendada
em campo proporcionou controle completo do bidtipo suscetivel, enquanto o dobro
dessa dose resultou em menos de 85% de controle dos bidtipos B2 e B3. Para
alcancar niveis superiores a 90% de controle, foram necessarias doses estimadas de
3658 e 8290 g e.a. ha™ para B2 e B3, respectivamente. Os valores de LDy, foram de
1268, 3658 e 8290 g e.a. ha™ para B1, B2 e B3, respectivamente (Tabela 3.1)

A massa seca da parte aérea diminuiu com 0 aumento das doses do herbicida.
Os valores de GR;, foram de 418 g e.a. ha™ para B1, 1263 g e.a. ha™ para B2 e 1908

g e.a. ha™ para B3, resultando em fatores de resisténcia de 3,0 e 4,6 para os biétipos
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resistentes, respectivamente (Figura 3.2B; Tabela 3.1). Para GRy,, foram necessarias
doses de 1250, 3748 e 9444 g e.a. ha™ para B1, B2 e B3, respectivamente.
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Figura 3.2. Curvas de dose-resposta de biotipos de Digitaria insularis ao glifosato. (A)

controle visual (%) e (B) massa seca da parte aérea (% do controle) em fungédo do
aumento das doses de glifosato (0—11520 g e.a. ha™). Os pontos representam as
meédias observadas e as barras de erro representam o erro-padrao da media. As linhas

representam o modelo log-logistico ajustado aos dados.

Tabela 3.1. Parametros do modelo dose—resposta estimados para o controle visual e
a redugdo da massa seca da parte aérea de trés biotipos (B1, B2 e B3) tratados com
glifosato. LDso € LDy, representam as doses necessarias para proporcionar 50% e
90% de controle visual, respectivamente, enquanto GRs, e GRy, correspondem as
doses necessarias para reduzir a massa seca da parte aérea em 50% e 90%,
respectivamente. FR = fator de resisténcia, calculado pela razdo entre os valores de
LDso ou GR;o dos bidtipos resistentes e do bidtipo suscetivel. R? = coeficiente de
determinacao. As doses sdo expressas em g e.a. ha™ (gramas de equivalente acido

por hectare).



Controle visual (%)
Bidtipo Equacao LDso FR LDgo R?2
ge.a. ha’ ge.a. ha’
B1 y =100/[1+(x/520)%8] 520 - 1365 0,99
B2 y =100 / [1+(x/980)":¢7] 980 1,9 3658 0,99
B3 y = 100/[1+(x/1487) %] 1487 29 8290 0,99
Reducado da massa seca (% do controle)
Bidtipo Equacao GRso FR GRoo R?2
g e.a. ha' g e.a. ha'
B1 y =100 / [1+(x/418)":%8] 418 - 1268 0,99
B2 y =100 / [1+(x/1263)%%?] 1263 3,0 3747 0,99
B3 y =100 / [1+(x/1487) 137] 1487 4,6 9444 0,98

3.3.2 Resposta do acumulo de acido chiquimico ao glifosato

83

O acumulo de acido chiquimico diferiu entre os biétipos aos 7 dias apds a

aplicacado (DAA) do glifosato. O bidtipo B1 apresentou aumento médio de

aproximadamente 4 e 16 ug disco™ nas doses de 1x e 3x a dose recomendada,

respectivamente, em comparagcdo a testemunha, que apresentou cerca de 1 g

disco™. No biétipo B2, os teores de acido chiquimico nao diferiram entre a testemunha

e a dose de 1x (<1 ug disco™), mas aumentaram para aproximadamente 3 ug disco™

na dose de 3x. Ja o bidtipo B3 ndo apresentou incremento no acumulo de acido

chiquimico, mantendo valores entre 0,8 e 2 ug disco™ em todos os tratamentos com

glifosato (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Acumulo de acido chiquimico (ug disco™) nas folhas do biétipo suscetivel
(B1) e dos bidtipos resistentes (B2 e B3) de Digitaria insularis, avaliado aos 7 dias
ap6s a aplicagdo de glifosato em fungdo da dose do herbicida [0, 1x (dose
recomendada = 1440 g e.a. ha™) e 3% a dose recomendada em campo]. As caixas
representam o intervalo interquartilico (Q1-Q3), a linha tracejada indica a mediana, a
linha continua indica a média e os bigodes representam os valores minimo e maximo
(n = 8). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as doses dentro de
cada bidtipo (teste de Tukey, p < 0,05).

3.3.3. Numero de copias do gene EPSPS

A quantificacdo do numero relativo de copias do gene EPSPS diferiu entre os
bidtipos resistentes e o bidtipo suscetivel (B1). Os valores médios indicaram aumento
aproximado de 20% no biétipo B2 e de 40% no bidtipo B3 em relagdo ao B1 (Figura
3.4.A). O numero relativo de copias de EPSPS variou de 0,90 a 0,95 no biétipo B1 (n=
15), de 1,0 a 1,2 no bidétipo B2 (n = 20) e de 1 a 2,2 no bidtipo B3 (n= 20). Os valores
individuais indicaram alta variabilidade entre individuos de um mesmo bidtipo,

principalmente no B3 (Figura 3.4.B).
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Figura 3.4. Numero relativo de cépias do gene EPSPS em biotipos de Digitaria
insularis. (A) Boxplot representando a distribuicdo dos valores do numero relativo de
cbpias do gene EPSPS nos bidtipos. As caixas representam o intervalo interquartil
(Q1-Q3), a linha tracejada indica a mediana, a linha continua a média e os bigodes
correspondem aos valores minimo e maximo. Letras diferentes indicam diferenga
estatisticamente significativa entre biétipos (Tukey, p < 0,05). (B) Valores individuais
do numero relativo de cépias do gene EPSPS. expressos como 224Ct para cada
amostra analisada. A quantificagéo utilizou o método 222Ct, com normalizagdo pelo

gene de referéncia actina. B1: n = 15; B2: n = 20; B3: n = 20.

3.3.4 Mutagao no gene EPSPS

A analise dos cromatogramas do gene EPSPS revelou variagao entre o biétipo
suscetivel (B1) e os bidtipos resistentes ao glifosato (B2 e B3). Todos os bidtipos
apresentaram uma substituicdo sindnima na posi¢gao 102 (ACT para ACG) em
comparagao com a sequéncia de referéncia (Digitaria sanguinalis), sem alteragao no
aminodacido codificado (Thr102Thr). A posicao 103 foi totalmente conservada em
todos os bidtipos. Na posicdo 106, B1 apresentou uma substituicdo sindnima,
mantendo prolina (Pro106Pro), enquanto B2 e B3 apresentaram uma substituigao
missense nao sinbnima, resultando na mudancga de prolina para treonina (Pro106Thr),

detectada em 100% dos individuos analisados (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Os cromatogramas do sequenciamento do fragmento do gene EPSPS em
bidtipo suscetivel (B1) e bidtipos resistentes (B2 e B3) de Digitaria insularis indicam
as posicdes dos codons 102, 103 e 106, definidas com base na sequéncia de

referéncia de Digitaria sanguinalis (GenBank: OM311259) (Yanniccari et al., 2022).

3.4 Discussao

Os bidtipos B2 e B3 apresentaram FR de 1,9 e 2,9 com base na Cso € de 3,0,
4,6 relacionado GRsp, respectivamente. O FR indica quantas vezes a dose de glifosato
necessaria para promover 50% de controle e reduzir a massa seca € maior nos
bidtipos resistentes em comparagdo ao bidtipo suscetivel (Avila et al., 2005),
confirmando a resisténcia a glifosato dos biotipos resistentes, com destaque para o
B3. Os estudos relatam ampla variacdo no FR em D. insularis, com valores entre 2,7
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e 26,7 (Moisinho et al., 2024; Silveira et al., 2018). As comparagdes entre estudos
devem ser interpretadas com cautela, pois o FR depende da suscetibilidade do bibtipo
suscetivel ao herbicida, assim como das condi¢cdes experimentais. Os valores de Cso
para biotipos suscetiveis variam consideravelmente na literatura, de 100 g e.a. ha™
(Reinet et al., 2013) a431 g e.a. ha™ (Silveira et al., 2018). Essa variagdo nos valores
de Cso evidencia a limitacdo do FR como unico critério de comparacao entre estudos.

Comparacbes baseadas na dose necessaria para alcancar altos niveis de
controle (>90%), considerando o mesmo estadio de desenvolvimento das plantas,
constituem uma abordagem mais robusta para avaliar a sensibilidade entre diferentes
estudos. A LDy, foi 2,5 e 5,8 vezes superior a dose comercial recomendada de
glifosato para os bidtipos B2 e B3, respectivamente. Esses resultados indicam que a
aplicacao isolada de glifosato ndo € uma estratégia sustentavel para o manejo desses
biétipos. Embora o glifosato permaneca altamente eficaz no controle de outras
especies presentes na area, sua aplicagdo repetida mantém as populagdes de
Digitaria insularis sob continua presséo de selegéo, favorecendo a sobrevivéncia e a
proliferagdo de bidtipos resistentes no campo (Takano et al., 2019).

Os biotipos B2 e B3 foram coletados em lavoura de café, um sistema no qual,
apesar do uso continuo de glifosato, a pressao de selegao é geralmente menor do que
em culturas anuais transgénicas, como soja e milho resistentes ao glifosato. Essa
menor pressdo esta associada a menor frequéncia de aplicagdes, ao uso de
aplicagdes dirigidas e ao manejo menos intensivo caracteristico de sistemas perenes
(Fontes et al., 2022). Esse fator explica, em parte, por que os niveis de resisténcia
desses biodtipos séo inferiores aos relatados em sistemas agricolas mais intensivos.
Estudos anteriores demonstraram que a intensidade e a frequéncia do manejo
quimico exercem papel mais importante na selegcéo da resisténcia do que a simples
dispersao de propagulos entre areas agricolas (Cavalieri et al., 2021).

O acumulo de acido chiquimico reforca ainda mais essa distingdo entre os
biétipos. O teor de chiquimato € um marcador amplamente reconhecido, pois se
acumula quando a enzima EPSPS ¢ inibida pelo glifosato, podendo ser utilizado para
diferenciar plantas resistentes e suscetiveis (Koger et al.,, 2005). Em plantas
suscetiveis, essa inibicao leva ao acumulo de acido chiquimico, enquanto, em bidtipos
resistentes, a reducédo ou auséncia da inibicdo da EPSPS impede esse acumulo nas

doses recomendadas de glifosato (Gaines et al., 2010; Zulet-Gonzalez et al., 2020;
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Martinelli et al., 2022). O maior acumulo de chiquimato observado na populagéo B2 e
a auséncia de acumulo na populagdo B3 correlacionaram-se com o0s niveis de
resisténcia obtidos nas curvas de dose-resposta, indicando maior resisténcia em B3
em comparacgao com B2.

Os bidtipos resistentes de D. insularis apresentaram aumento no numero de
copias do gene EPSPS (~20% em B2 e ~40% em B3) em relagao ao bidtipo suscetivel.
Embora esse aumento esteja associado a resisténcia ao glifosato em outras espécies,
como Amaranthus palmeri e Bassia scoparia, entre outras (Gaines et al., 2011;
Sammons et al., 2014; Wiersma et al., 2015; Gaines et al., 2016; Patterson et al.,
2018), ainda nao ha relatos na literatura demonstrando que esse mecanismo confira
resisténcia em D. insularis.

Estudos sugerem que a resisténcia em bidtipos dessa espécie pode envolver
multiplos mecanismos, incluindo redug¢ao da absor¢ao, diminuigdo da translocacgao e
aumento do metabolismo do herbicida (de Carvalho et al., 2012), além de mutacgdes
no sitio de agao e outros mecanismos que ainda nao foram completamente elucidados
(Galeano et al., 2016; Gazola et al., 2016; Melo et al., 2019). Essa diversidade de
mecanismos esta associada a elevada variabilidade genética da espécie,
caracteristica de plantas alégamas (Martins et al., 2016; Amaral et al., 2023), bem
como a selecdo independente de populagdes resistentes em diferentes regides
agricolas (Takano et al., 2019). Portanto, a identificagdo dos mecanismos de
resisténcia em bidtipos provenientes de diferentes regides ou sistemas de cultivo é
essencial para definir a estratégia de manejo local mais eficaz.

A amplificagao génica pode conferir elevados niveis de resisténcia mesmo na
auséncia de mutagdes no sitio de acdo, como demonstrado em Amaranthus palmeri,
no qual a expressédo da EPSPS pode aumentar em até 35 vezes e o numero de copias
do gene variar de 5 a 160 (Gaines et al., 2010). No entanto, o nivel de resisténcia
conferido por esse mecanismo depende da magnitude da amplificagdo génica, de
modo que aumentos modestos no numero de copias nao resultam necessariamente
em altos niveis de resisténcia, evidenciando seu carater quantitativo (Gaines et al.,
2019). No presente estudo, o aumento relativamente modesto no numero de cépias
da EPSPS sugere uma contribui¢cdo limitada para a resisténcia, indicando um papel

secundario desse mecanismo. Ainda assim, a diferenca observada entre B2 e B3 (1,2
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versus 1,4 copias) pode, ao menos em parte, explicar a variagdo nos niveis de
resisténcia.

A mutacédo Pro-106-Thr no gene EPSPS foi identificada nos biotipos resistentes
de Digitaria insularis. Essa substituicdo no cédon 106 representa o mecanismo de
resisténcia ao glifosato mais amplamente relatado em espécies de plantas daninhas
e é considerada a mutacao mais comum associada a resisténcia a esse herbicida em
todo o mundo (Heap, 2024). Quando presente de forma isolada, a substituicdo Pro-
106 geralmente confere baixos a moderados niveis de resisténcia, normalmente
inferiores a dez vezes, 0 que ainda pode ser suficiente para garantir a sobrevivéncia
das plantas sob a dose recomendada de glifosato (Morran et al., 2018).

Em nivel estrutural, as substituicbes nessa posicdo promovem um leve
estreitamento da cavidade de ligacdo tanto para o glifosato quanto para o
fosfoenolpiruvato (PEP), reduzindo a afinidade do herbicida pela enzima sem
comprometer significativamente sua atividade catalitica. Esse ajuste estrutural sutil
ajuda a explicar por que os bidtipos resistentes mantém sua viabilidade mesmo na
presenca de glifosato (Takano et al., 2018).

A resisténcia ao glifosato frequentemente envolve a combinagdo de multiplos
mecanismos dentro do mesmo bidtipo. Sob pressao continua de sele¢gao, mecanismos
de resisténcia por alteracdo no sitio de acdo (TSR + TSR) ou a combinagao de
mecanismos de alteragdo no sitio de agdo e mecanismos nao relacionados ao sitio de
agao (TSR + NTSR) podem se acumular e atuar de forma sinérgica, resultando em
niveis de resisténcia superiores aos observados quando esses mecanismos atuam
isoladamente (Alcantara-de La Cruz et al., 2026).

Esse padrao foi relatado em Eleusine indica provenientes do México e da
China, em Amaranthus palmeri da Argentina e em Poa annua dos Estados Unidos,
envolvendo a combinagao da amplificagdo ou superexpressao do gene EPSPS com
mutacdes Pro-106 (Brunharo et al., 2019; Chen et al., 2020; Gherekhloo et al., 2017;
Kaundun et al., 2019; Zhang et al., 2025). De forma semelhante, em Amaranthus
hybridus do Brasil, a mutagao tripla TAP-IVS ocorre em conjunto com a amplificagéo
da EPSPS (Resende et al., 2025; Sulzbach et al., 2024).

Da mesma forma, em Conyza canadensis, a avaliacao isolada dos mecanismos
TSR e NTSR resultou em niveis de resisténcia substancialmente menores (sete e

nove vezes, respectivamente) do que aqueles observados quando ambos o0s
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mecanismos estavam combinados (45 vezes), evidenciando o efeito sinérgico entre
0s mecanismos de resisténcia (Page et al., 2025).

A diferenca nos niveis de resisténcia entre os bibtipos B3 e B2 de Digitaria
insularis € mais bem explicada pela interagdo entre dois mecanismos de resisténcia
por alteracdo no sitio de agdo (TSR + TSR), envolvendo a amplificagcdo do gene
EPSPS e a mutacao Pro-106. Esses resultados sugerem que o numero ligeiramente
maior de copias do gene EPSPS contribuiu de forma sinérgica para o aumento do
fendtipo de resisténcia. Por outro lado, embora ndo tenham sido avaliados neste
estudo, ndo se pode descartar a possivel contribuicdo de mecanismos de resisténcia
nao relacionados ao sitio de agao (NTSR), como reducéo da absorg¢ao, diminui¢cao da
translocacdo ou aumento do metabolismo do herbicida. Assim, uma caracterizagao
mais abrangente dos mecanismos de resisténcia é necessaria para compreender

plenamente a resisténcia ao glifosato nesses biotipos.

3.5 Conclusao

Os bidtipos de insularis coletados em uma lavoura de café apresentaram
sensibilidade reduzida ao glifosato. A mutagao Pro106Thr no sitio de acdo da enzima
EPSPS foi o principal mecanismo responsavel pela resisténcia. Os niveis
relativamente baixos de resisténcia permitem a sobrevivéncia das plantas a dose
comercial de glifosato e indicam que o uso isolado desse herbicida n&o constitui uma
estratégia sustentavel para o manejo desses bidtipos.

Além disso, a deteccdo da amplificagdo do gene EPSPS, embora com
contribuigdo modesta para a resisténcia, sugere que esse mecanismo de resisténcia
por alteracao no sitio de agao (TSR) pode estar emergindo em D. insularis e tornar-se
mais relevante a medida que a pressao de selecao se intensifique. Esses resultados
reforcam a importancia do monitoramento precoce da resisténcia e da adogao de
estratégias de manejo integrado, como a rotagdo de herbicidas com diferentes
mecanismos de agao e praticas ndo quimicas, incluindo o cultivo consorciado, para
retardar a evolugao da resisténcia e preservar a eficacia do glifosato em sistemas de
producao de café.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A identificacdo das espécies do género Commelina € fundamental para a
definigdo de estratégias de controle quimico, uma vez que a eficacia dos herbicidas
variou entre as espécies avaliadas. Entre os tratamentos, o triclopir apresentou o
desempenho mais consistente, com elevada eficiéncia de controle nas trés espécies.
Além disso, herbicidas pertencentes ao mesmo mecanismo de agao apresentaram
respostas distintas, como observado entre os inibidores da PROTOX, demonstrando
que caracteristicas especificas das moléculas, como sua mobilidade na planta,
influenciam a eficacia do controle. A ocorréncia de interagdes aditivas, sinérgicas e
antaglnicas sugere que a escolha de misturas deve ser baseada em resultados
experimentais, e ndo apenas na combinagao de diferentes mecanismos de acao.

As avaliagdes bioquimicas e anatdmicas demonstraram que a toleréncia ao
glifosato em Commelina benghalensis e C. diffusa nao impede a ocorréncia de
alteracdes fisioldgicas induzidas pelo herbicida. O acumulo de acido chiquimico, as
alteracbes nos compostos fendlicos e as modificagdes anatdbmicas observadas
ampliam o conhecimento sobre os efeitos do glifosato em espécies tolerantes e
fornecem informacdes que poderdo subsidiar futuras investigacbes sobre os
processos envolvidos nessa caracteristica.

A identificacdo da mutagdo Pro106Thr associada a amplificagdo do gene
EPSPS em populagdes de Digitaria insularis provenientes da Zona da Mata Mineira
confirma a ocorréncia de multiplos mecanismos de resisténcia relacionados ao sitio
de acao do glifosato. Esses resultados reforcam a importadncia do monitoramento
continuo das populacdes resistentes e evidenciam que estudos futuros devem
priorizar a implementacdo e a validagdo de estratégias integradas de manejo,
envolvendo a diversificagdo de mecanismos de agao, a integracdo de métodos de
controle e a redugcdo da pressdao de selegdo, visando retardar a evolugdo da

resisténcia e prolongar a vida util dos herbicidas.



