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RESUMO

DIAS, Rafaela AndradeTolerancia de Cana-de-Ac¢ucar $accharum spp.) a Herbicidas
Utilizando Plantas Micropropagadas.2013. 101 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitossaaidad
e Biotecnologia Aplicada). Instituto de BiologianiMersidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Dois experimentos foram conduzidos na UFRRJ - Cangampos dos Goytacazes, com 0
objetivo de avaliar nova metodologia para a difei@géo precoce da tolerancia de variedades
de cana-de-acucar submetidas ao tratamento comicidagh Foram instalados dois
experimentos, um no sistema de culturavitro no estagio de multiplicacdo de plantulas e
outro ex vitrg na fase de aclimatacdo das plantas micropropagkdeam analisadas para o
experimentoin vitro as caracteristicas numero de perfilhos, notas sioomas de
fitotoxicidade e peso de matéria seca e para oriexpeto ex vitro foram analisadas as
caracteristicas altura, numero de perfilhos e ndtassintomas de fitotoxicidade. Foram
utilizadas as seguintes variedades/clones RB98RER69017, RB979088, RB951541,
RB966928 e SP79-1011. Os herbicidas utilizados nfordomazone, MSMA, diuron,
diuronthexazinona e 2,4-D em trés doses distintas mma testemunha. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com @tiedes, em ambos 0s experimentos. No
experimentan vitro onde foram utilizadas as variedades RB951541, R&2%e SP79-1011

e os herbicidas clomazone, MSMA, diuron, os redodamostraram que houve diferenca
significativa tolerancia a herbicidas entre asedades, sendo a RB951541 a mais sensivel.
Para a avaliagdo da tolerancia de variedades dedesaacucar em cultivin vitro aos
herbicidas clomazone e diuron, as menores doskzadés 1,0 kg i.a./ha e 2,4 kg i.a./ha
respectivamente permitiram a distingdo para asct@faticas notas de sintomas de
fitotoxicidade, numero de perfilhos e peso da niatggca. Quanto ao herbicida MSMA essa
distincdo de doses s6 foi possivel ser observadaarecteristica notas dos sintomas de
fitotoxicidade e peso de matéria seca. Os resudtatustraram a possibilidade da aplicacdo
dessa metodologia para a avaliacao precoce darolarde variedades de cana-de-acucar aos
herbicidas, sendo as caracteristicas peso da mas&ta e notas dos sintomas de
fitotoxicidade as avaliagdes de melhor eficién€@asegundo experimento avaliou todas as
cultivares citadas, com o tratamento executadfasede aclimatacdo das mudas aos 50 dias
apos o transplante para os vasos. As avaliacoegmimento com plantas micropropagadas
submetidas a doses de herbicidas na fase de aati&oatresultaram na indicacéo de 21 dias
apos a aplicacédo dos tratamentos (DAT) e da dadeslherbicidas como o mais indicado
para a diferenciacdo das variedades/clones. A oleigd proposta nas doses utilizadas néo
se mostrou eficiente para a selecdo de varieddoleséc de cana-de-acucar quanto a
tolerancia aos herbicidas diuron e hexazinona +odjupois esses herbicidas causaram a
morte das plantas em todas as doses. A varieda8818B1 diferiu das demais variedades
nos experimentos, tanto com planitasitro, quanto com as plantas na fase de aclimatacao,
sendo a mais sensivel sobre todos os aspectostedemos tratamentos, mostrando que as
metodologias detectaram a mesma sensibilidade dessadade. O mesmo ocorreu na
distincdo das variedades tolerantes, apesar daievgueo ex vitro ter mais variedades e
herbicidas, o herbicida clomazone, que apresendsultados conclusivos em ambos 0s
experimentos, indicou que as variedades RB966&B78-1011 seguindo as particularidades
de cada experimento, destacaram-se tolerantes bosam

Palavras-chave:cana-de-acucar, toleréncia a herbicidas, plantaopropagadas



ABSTRACT

DIAS, Rafaela AndradeHerbicide Tolerance in Sugarcane $accharum spp.) Using
Micropropagated Plants. 2013. 102 p. Dissertation (Master Science in Fdsanitary and
Applied Biotechnology). Instituto de Biologia, Umissidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Two experiments were conducted at the UFRRJ - Candps Goytacazes, whose aim is to
evaluate new methodologie to early differentiatafrsugarcane cultivars tolerance subjected
to treatment with herbicides. Two experiments wastalled, onan vitro culture system on
stage multiplication and another ex vitrg while acclimatization micropropagated plants
phase. The variables to experiméentitro evaluated were number of tillers, symptoms of
phytotoxicity and dry weight. The experimeex vitro evaluated was number of tillers,
symptoms of phytotoxicity and height. The followingugarcane cultivars were used
RB951541, RB966928, RB98710, RB969017, RB979088 @R@9-1011. The herbicides
used were clomazone, MSMA, diuron, diuron+thexazinand 2,4-D with three different
doses and a further control plant without applaatiThe experimental design was full
randomized with ten repetitions. In the vitro experiment there were used, the cultivars
RB951541, RB966928 and SP79-1011 and the herbiddesazone, MSMA, diuron, the
results showed that there were a significant céfiee in the tolerace to herbicides between
the cultivars and the RB951541 was the most sansila evaluate the tolerance of sugarcane
cultivars to the herbicides clomazone and diurom ivitro culture, the lowest doses of 1,0kg
a.i./ha and 2,4 kg a.i./ha allowed the distinctiorthe notes of fitotoxicity syntoms and dry
matter weight characteristics. The results showed gossibility of the application of this
methodology to to early detect the tolerance ofastane cultivars to herbicides, being the
notes of fitotoxicity syntoms and dry matter weightracteristics the ones with better results.
The second experiment evaluated all mentionedveuttj on the acclimatization plants phase,
at 50 days after transplant to pots. The evaluatioh this experiment resulted in the
indication of 21 DAT and the dose 1 of the herlesichs the most indicated parameters to
differenciate the cultivars. The proposed methogyplin the used doses, was not efficient to
select sugarcane cultivars to the tolerance toodiand diuron + hexazinona, because these
products caused the death of all plants, in alldises. The cultivar RB951541 was the most
sensible to the herbicides, in all the characiessevaluated and in both experiments,
showing that the methodologies used detected tie sansibility. The same happened in the
distinction of the tolerant cultivars, with the tuars RB966928 and SP79-1011 beeing the
most tolerants.

Key Words: sugarcaneherbicides tolerance, micropropagated plants.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agUcarS@ccharumspp.), € uma planta semiperene da fanilimceae
(MAGRO et al., 2011), cujo desenvolvimento ocorrem forma de touceira, sendo a parte
aérea formada por colmos, folhas e inflorescéneiaguanto a subterranea é constituida por
raizes e rizomas (CESNIK & MIOCQUE, 2004). E umaéese originaria do Sudeste
Asidtico, sendo que as primeiras mudas foram iniialhs no Brasil em 1532 por Martim
Afonso de Souza provenientes da llha da Madeirpuisionando a formacao dos primeiros
engenhos acucareiros no Brasil (LANDELL et al.,&00

Atualmente, € uma das culturas de maior importaac@dmica para o Brasil, por
consequéncia da grande producgéo alcan¢cada no®silénos, produzindo matéria-prima para
a industria sucroalcooleira e também na cogeragiergrgia elétrica, sendo produzidas
segundo a FAO (2010) cerca de 600 milhdes de tdalao Brasil, colocando o Pais no topo
do ranking mundial de producédo de cana-de-acUcampdrtancia desse setor na sociedade
brasileira € demonstrada pelas exportacdes de ragieacolaboram com o equilibrio da
balanca comercial e pelo grande potencial na gerdedempregos diretos e indiretos, por
exemplo, de acordo com INDA (2012), em 2011 as asside acucar e alcool foram
responsaveis pela maior parte dos empregos genadestado de Sao Paulo.

Apesar da cana-de-agucar ser uma planta de metaloolifotossintético C4,
considerada altamente eficiente na conversdo dgianadiante em energia quimica, com
taxas fotossintéticas calculadas em até 100 mgQsefiado por dri de &rea foliar por hora
(RODRIGUES, 1995), deve-se evitar que ela sofrefegos da competicdo com plantas
daninhas no periodo que vai do plantio até os [mase60 DAP (dias apOs o plantio),
principalmente por apresentar brotagcdo e crescomgmntiais lentos e ser cultivada com
largos espacamentos entre linhas (KUVA, 2003; PRBIOO2003).

Um dos principais problemas enfrentados pela ailtlex cana-de-acucar segundo
VICTORIA FILHO & CHRISTOFFOLETI (2004), é a concémcia com plantas infestantes,
qgue provoca perdas sérias na produtividade, quenpoatingir até 85 %, quando nao
controladas adequadamente.

A cana-de-aglcar € a segunda cultura em consumterdécidas no Brasil, atras
apenas da soja (SINDAG, 2008). A incidéncia de tplRninvasoras pode reduzir a
produtividade da cultura, pois competem pelos s=ulimitantes do meio, como agua, luz e

nutrientes, além de liberarem substancias alelgsate hospedarem pragas e doencas
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(PITELLI, 1985). Dependendo da infestacdo, o cudsta@ontrole das plantas daninhas pode
chegar a 30% do custo de producdo em cana-soca 2% em cana planta (LORENZI,
1995).

Os herbicidas podem exercer efeitos diretos e etmir no crescimento e
desenvolvimento das plantas cultivadas (DAS et28lQ3; RIZZARDI, 2003). Podem ser
observadas alteracdes na absorcao de nutriermémnas de intoxicagdo e desregulacao dos
mecanismos de defesa da cultura a determinadagdgaabiodticos ou bidticos, que ndo sao
perceptiveis e nem amplamente considerados (RIZZARMD3), sendo relatados somente
em poucos artigos cientificos (FENG, 2005; TUFFNI®S, 2007).

Estudos com herbicidas de ag&o localizada indicagnagcana-de-agucar pode tolerar
até 27% de comprometimento da area foliar sem gpeeimplique reducao da produtividade
(VELINI, 1993). Entretanto, para herbicidas sistéwsi esse valor pode ser diferenciado,
dependendo do processo fisiologico afetado peldytoo(GALON, 2008).

Na atualidade os programas de melhoramento gergsiéo liberando cultivares de
cana-de-acucar cada vez mais produtivas e com mesisténcia as doencas e pragas.
Entretanto, sdo poucos os trabalhos desenvolvidos @s cultivares mais modernos, em
relacdo a tolerancia a herbicidas (TERUEL et @971 OLIVEIRA, 2004; FERREIRA,
2005).

Visando obter resultados rapidos para deteccdooliméincia das variedades a
aplicacdo de herbicidas, primeiramente deve-sendimio tempo de obtencdo das mudas,
para isso, a técnica biotecnoldgica de microprogimala cana-de-acucar, se adéqua aos
anseios de uma propagacgao vegetativa em curto esigatempo, em grande escala e em
espaco reduzido.

A biofabricacdo de plantas € hoje uma realidadéabtes comum na agroindustria de
cana-de-acucar para a producao industrial. Esten éprocesso tecnoldgico ja consagrado,
com resultados comprovados quanto a uniformidadpuadidade, além da vantagem da
velocidade de producdo ser muito superior quandgpacada a dos processos convencionais
(GERALD, 2011).

A técnica de propagacdo desta espécie por meioedistema apical € considerada
uma alternativa vantajosa para a multiplicacdo idersias cultivares, devido a economia de
tempo em relacdo as técnicas convencionais, alérobtencdo de mudas de excelente
qualidade fitossanitaria e geneticamente idéntaagnaterial de origem (VIEIRA et al.,
2009).
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A adocdo do método quimico para o controle de gtadaninhas na cana-de-agucar
demanda mais estudos sobre a tolerancia da culiivafuncdo do herbicida e das doses
aplicadas, pois estes fatores podem influenciaaescteristicas morfofisioldgicas da cultura,
produtividade e as alteracfes na qualidade biaddpcproduto colhido (GALON, 2008).

Assim sendo, a proposta é fornecer novas meto@sqeara a diferenciagdo precoce
da tolerancia de variedades e clones de cana-dewagiilizando plantas micropropagadas,
na fasein vitro e ex vitrg submetidas ao tratamento com herbicidas em ddiséstas,
almejando com isso, verificar futuros estressesans pela aplicacdo dos herbicidas sobre a
cultura da cana-de-agucar.

Portanto, objetivou-se avaliar a tolerancia dagedades e clones de cana-de-agucar:
RB951541, RB966928, RB98710, RB969017, RB979088 &79€1011, aos
herbicidas:clomazone, diuron, hexazinona + diuMS8MA e 2,4-D, utilizando a técnica da

micropropagacao.

20



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura da cana-de-acucar

A cana-de-acUcar, mérito de suas multiplas utlkda pode ser empregddanatura,
sob a forma de forragem para a alimentacédo ancoalp matéria prima para a fabricacéo de
acucar, alcool e aguardente, até mesmo seus reg&uaima grande importancia econdémica,
como o vinhoto que é transformado em adubo e ocbhagra energia (USP, 2007).

Fisiologicamente, a cana-de-agUcar apresenta umaboietmo C4 que possui a
caracteristica de alta eficiéncia na conversdongegea solar em energia quimica, com taxas
fotossintéticas calculadas em até 100 mg de f3@do por dm de area foliar por hora. A
cultura possui um ciclo longo, o que resulta era plodugcdo de matéria seca, € cultivavel
numa ampla faixa de latitude, desde cerca de 3530f% e em altitudes que variam desde o
nivel do mar até 1.000 metros. A temperatura € asnfatores climaticos importantes para a
producdo. A cultura geralmente € tolerante a atagperaturas, produzindo em regiées com
temperatura média de verdo de 47° C, desde quesgata irrigacdo. Temperaturas mais
baixas (menos de 21° C), diminuem o crescimentocdbeos e promovem o0 acumulo de
sacarose. O fotoperiodo também é importante, afetan comprimento do colmo: em
fotoperiodos de 10 a 14 horas o colmo aumentanten® sofre reducdo em fotoperiodos
longos, entre 16 e 18 horas (RODRIGUES, 1995).

As espécies que originaram as cultivares atuaisada-de-agucar foram oriundas do
sudoeste asiatico (LPFD, 2013). Planta semi-peranapcotileddnea, pertencente a familia
dasPoaceasgénercSaccharum officinarurfRIBEIRO, 2006) Sua cultura se estabeleceu no
Brasil, no periodo colonial, nas décadas de 153846; a renda das exportacbes do acglcar
sempre ocupou o primeiro lugar, mesmo no auge par@&cao do ouro, o aglcar continuou a
ser o0 produto mais importante (FAUSTO, 1996).

Atualmente, a lavoura de cana-de-acucar, estaxpansdo no Brasil. A area cultivada
que sera colhida e destinada a atividade sucrdeltmma safra 2012/13 esta estimada em
8.520,5 mil hectares, o estado de Sédo Paulo é or pedutor com 4.419,46 mil hectares,
seguido por Goias com 725,91 mil hectares, Minami&&om 721,86 mil hectares, Parana
610,83 mil hectares, Mato Grosso do Sul 542,70hexdtares, Alagoas 445,74 mil hectares e
Pernambuco com 327,61 mil hectares, ja os dem@dasapresentam um percentual menor

gue 3% da area cultivada, como o Rio de Janeim pgssui 45,110 mil hectares, sendo um
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aumento de 3,8 mil hectares comparado a Ultimaasdé 2011/12. Em relagdo ao
levantamento da produtividade, a média brasileita estimada em 69.846 kg/ha, 4,2% maior
que na safra 2011/12. A previsao da producdo deaaqia safra 2012/13 € de 37,66 milhdes
de toneladas, 4,72% a mais que na ultima safra, pdoducdo de etanol, estima-se 23,62
bilhGes de litros, 5,22% menor que a producao d4/2012 (CONAB, 2012).

Segundo BARBOSA & SILVEIRA (2006), o cultivo darmeade-agucar é considerado
uma das primeiras atividades de importancia naki@mwpando posicdo de destaque na
economia brasileira. A producdo de acuUcar, alcoageardente, sdo atividades que se
apresentam com grande relevancia na geracéao daslivi

O Brasil € um dos maiores produtores mundiaiscdeaa, com cerca de 600 milhdes
de toneladas, seguido da india, China e Tailanttizacordo com a FAO (2010), ocupando
papel de lideranca no setor global de biocombustivssim, percebe-se que o setor
sucroalcooleiro é bastante promissor para o Pafgjosesta industria uma das que mais
colabora com o dinamismo da economia nacional. Bfrl 2as usinas de acgucar e alcool
foram responsaveis pela maior parte dos empregesiage no estado de Sdo Paulo (INDA,
2012).

O melhoramento genético é considerado um dos fatageondmicos que podem
contribuir com o aumento da produtividade, perrditindesenvolver cultivares que se
adaptem melhor as condicbes adversas de solo e dina incidéncia de pragas e
doencas, assim como ao sistema de colheita. A nagiodutividade depende também de um
correto planejamento de plantio e de adequado malagj cultivares, as quais devem atender
a exigéncias tanto do campo como da industria (MNMARDO7).

MOLINARI (2012) ressalta que os programas de melmento genético
convencional tém oferecido aos produtores cultsratamente produtivas ao longo dos anos;
entretanto, saltos tecnoldgicos precisam ser iomcagons para alavancar o0 setor
sucroalcooleiro energético, dentre estas tecnadpgiatransgenia pode auxiliar como uma
ferramenta poderosa que viabiliza a melhoria dacteristicas importantes ao produtor, como
resisténcia a pragas e doencas, aumento em biomasgacar, além de caracteristicas de

interesse industrial, como maior teor de acuc#rrad, também podem ser melhoradas.

2.2 Variedades

De acordo com a Rede Interuniversitaria para o m&deimento Sucroalcooleiro —

RIDESA (2010), a adogéo da tecnologia de novagdades tem contribuido decisivamente
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para 0 avanco sustentavel do setor, pois ao caasideganho de produtividade que ocorreu

com a cana-de-acUcar nos ultimos 40 anos, vesBicaumento em mais de 30% na

produtividade média e também evolucéo significatisaqualidade da matéria-prima. Neste

sentido, a liberacdo de novas variedades disp@nieemercado, aliada ao manejo adequado,
pode contribuir para elevacdo da produtividade nwnores custos de producao.

A estratégia para a obtencdo de novas cultivaregiddge em cruzamentos de
individuos geneticamente superiores, que séo agllez visando a selecdo de gendtipos que
apresentem caracteristicas vantajosas em prodadiwicagroindustrial e tolerancia aos
principais estresses — pragas, doencas, seca, gsatinidade (RIDESA, 2010).

No sistema produtivo da cana-de-agucar, o cultivw dlltivares com boas
caracteristicas agroindustriais € a forma mais istame de se obter melhorias da
produtividade e qualidade, com baixo custo. A thiigiio de cultivares na lavoura canavieira
do Brasil era feita exclusivamente atraves da itagéo, até surgirem programas autoctones
de melhoramento genético, método mais eficienteselecdo, pois tem-se cultivares
apropriadas para os ambientes de cultivo da regi@omeio de cruzamentos genéticos, e
anos de pesquisa com selecéo, experimentaca@e agsbpriados (BARBOSA et al., 2003).

A existéncia de muitasultivares € uma vantagem, embora isto torne dificil a tamad
de decisdo, ja que requer muito mais conhecimeat@rddutor rural acerca das opc¢oes
disponiveis. E importante que o produtor possua diversidade deultivares de cana-de-
acucar na lavoura, pois assim pode diminuir a poskide de que uma praga ou doenca se

proliferar dentro do canavial, causando prejuik®8RIN, 2007).

2.2.1 RB951541

Obtida através do cruzamento das cultivares RB7245P79-1011, a RB951541,
possui como aspectos morfoldgicos, rapido deseimaehto; colmo manchado, com pouca
cera, de cor roxo amarelo ao sol e amarelo roxaguddha; entrends de comprimento curto e
diametro médio; gemas pouco salientes; folhas comtas curvas, de largura média e
auséncia de jocal. Como principais caracteristiggiecolas, expressa um bom fechamento de
entrelinha, facil despalha, precocidade em matotagléo teor de sacarose, alta longevidade
do canavial, e resisténcia a ferrugem marrom ddzhara (RIDESA, 2010).

Conforme ROSARIO (2011), esta cultivar lancada mioid® de 2010, ja demonstrou
resultados com rendimentos maiores que 20% davaulthais utilizada para inicio de safra

em Alagoas. A RB951541 tem dado resultado em emcdseéa de varzea e até area de
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sequeiro, onde ndo ha irrigacdo, além de ter ap@ede baixo florescimento, alta producéo
de acucar e longevidade, que significa diminuic@aaistos, j& que sendo multiplicada em
cinco a seis safras a RB951541 mantém a alta pvathde, ao contrario de outras cultivares

que perdem a forca a cada safra.

2.2.2 RB966928

A variedade RB966928 foi lancada em 2010 pela RWME&Iquirida através do
cruzamento da RB855156 e RB815690, apresenta répgdcimento, excelente germinagao
em cana-planta, brotacdo em soqueiras muito btwapatfilhamento em cana-planta e em
cana-soca, com excelente fechamento de entrelipioago jocal, alta producédo agricola,
maturacao precoce a media, raro florescimentol, d&spalha, médio teor de sacarose e de
fibra (RIDESA, 2010). Possui elevada sanidade gipais doencas: tolerancia a ferrugem,
carvao, escaldadura, estria vermelha, falsa egrimelha, raquitismo, mosaico e complexo
broca podriddes, além de possuir uma média toleraacherbicida (UFV, 2011). E
recomendado o plantio em regides de média a attbdiede (DAROS, 2010).

Segundo o trabalho de AUGUSTO (2009) a RB966928swposima ampla
adaptabilidade, alta estabilidade fenotipica eagla\producao para a caracteristica agucar por
unidade de area, mensurado em Toneladas de ptleptare, podendo ser indicado como o

genotipo mais promissor para o cultivo na regiduleste do estado do Parana.

2.2.3 RB98710

A RB98710 é uma das variedades liberadas em 20aRpEESA. Apresentando alto
desempenho agricola e excelente comportamentotiradua variedade se destaca no estado
de Alagoas, e é indicada para o inicio da safrasdes principais caracteristicas sdo a
maturacdo precoce, o alto teor de acucar, baixodrdk florescimento e boa produtividade
agricola (PMGCA, 2010).

De acordo com a RIDESA (2011) algumas importardeaateristicas dessa variedade,
obtida pelo cruzamento da SP813250 e RB93509, maturidade precoce, perfilhamento
elevado, raro florescimento, boa longevidade, @italucdo de agucar apresentando elevadas
Toneladas de pol por hectare e plantio indicada panbientes com solo fértil e irrigado.

Morfologicamente, possui colmo de aspecto manchadm auséncia de cera, cor roxo
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amarelo ao sol e amarelo roxo sob a palha, entidamésmprimento curto e diametro médio;
gemas pequenas e pouco salientes; jocal regulaasfestreitas e arqueadas RIDESA (2010).
ROSARIO (2010) afirmou que a aptiddo da RB98710egpressar um baixo indice
de florescimento, representa uma caracteristicarapte, ja que o florescimento representa
perdas por reduzir bastante o teor de sacaroseami@de-aclcar, ademais a variedade

apresenta um aumento do volume de cana por megarli

2.2.4 RB969017

O clone RB969017 esta em fase final de selecdoUlzersidade Federal Rural do
Rio de Janeiro para futuro lancamento como variedaem como principais caracteristicas a
alta produtividade agricola, maturacédo precoce-médilto teor de acgucar, boa brotacdo de

soqueira e alto perfilhamento.

2.2.5 RB979088

O clone RB9979088 esta em fase final de selec@U@lversidade Federal Rural do
Rio de Janeiro para futuro langamento como variedaem como principais caracteristicas a

alta produtividade agricola, maturacdo média etatiode acucar.

2.2.6 SP79-1011

As variedades de cana-de-acUcar com a sigla S&satdo com o censo varietal de
2011, representam 32,4% da éarea plantada e cudtivad Brasil, ja as variedades RB
correspondem a 58,9% da area. Nesta mesma s&Ry®1011 ficou em quinto lugar, com
4,4% de area plantada e cultivada no Brasil, o giromlugar, RB867515, ficou com 22,1%
(CONAB, 2011).

A SP79-1011 expressa uma maturacdo média/tardiaegoelentes caracteristicas de
produtividade agricola e industrial, como um a#iortde sacarose, baixo teor de fibra, raro
florescimento, boa brotacdo da soqueira e bomlipaniiento (FERNANDES, 2005).

Em relacdo as suas restricfes, nota-se suscetdslid ferrugem e a broca, além de
possuir mal fechamento nas entrelinhas e quebrgydeteiros com ventos fortes (IDEA,
2004).
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Conforme a Empresa de Pesquisa Agropecuaria desNBieeais - EPAMIG (2010), as
particularidades da SP79-1011 sdo: medianas exageme fertilidade do solo, despalha

natural, presenca de pélos, colheita de junhoeandebd e tolerancia intermediaria ao carvao.

2.3 Propagacaan vitro (Micropropagacao)

Cultura de tecidos, ou micropropagacao, ou aindbura in vitro de plantas, é a
metodologia de propagacao vegetativa em que samgaeio de cultura suplementado com
fitorreguladores, um agente geleificante, ambiest®ptico e condi¢cdes adequadas de luz e
temperatura, para promover a multiplicagdo somatEgpequenos pedacos de tecidos de
plantas, induzindo a sua diferenciacéo, a fim derobma planta completa com todos os
tecidos e o6rgdos que lhe sdo caracteristicos es tedas funcbes organicas, dentro de
recipientes fechados, em laboratério (FEVEIRO e28i01).

O termo micropropagacao, utilizado primeiramente ldartman e Kester em 1975,
passou a ser empregado para definir os processpsodagacdo vegetativa na cultura de
tecidos vegetais. A definicdo de micropropagacaa jpg autores GUERRA & NODARI
(2006) é uma propagacéao clonal massal de um genggipcionado por técnicas de cultiura
vitro. Esta técnica apresenta diversas vantagens, comudtiplicacdo de grandes quantidades
de plantas em espaco fisico e tempo reduzidogyassibilidade de realizar limpeza clonal,
gerando individuos livres de patogenos (COSTA, 2012

De acordo com TEIXEIRA (2002), a micropropagacaonga forma vegetativa de
propagacdo de diferentes espécies de plantas por daetécnica denominada cultura de
tecidos. Essa metodologia requer laboratérios tsmtarados e técnicos especializados.

Segundo o conceito de CID (2001), a propagat&iro de plantas, chamada também
micropropagacao, € uma técnica para propagar pldetstro de tubos de ensaios ou similares
de vidro, sob adequadas condicdes de assepsigaoutr fatores ambientais como luz,
temperatura, 02 e CO2.

Para ZAVATTIERI (2002) a micropropagacéo é a pregag fiel de um gendtipo
selecionado por meio das técnicas do culiivovitro. Geralmente a micropropagacédo €
também associada com a producdo em grande equaacs competitivos.

A propagacéo vegetativa vitro na concepcao de CARVALHO & VEIGA (2011) é a
formacao e multiplicacdo de individuos geneticaméténticos obtidos a partir de células e
tecidos extraidos de uma planta matriz, na agulo seu uso € preferencialmente para

producdo de plantas (espécies de propagacdo vegetmn grande escala, em curto espaco
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de tempo e ocupando &rea fisica bastante reduzigara lancamento de novas variedades
(multiplicacdo rapida de gendtipos selecionadosvas variedades). As plantas obtidas por
esse tipo de propagacdo apresentam elevado patbéaerico: padronizacdo das mudas,
maior facilidade de manejo e tratos culturais, padiacdo da lavoura e do produto final,
maior valor de mercado e qualidade fitossanit@tentas mais vigorosas e sadias.

Varios métodos de cultura de tecidos, utilizanddegadiversas das plantas, foram
desenvolvidos com diferentes objetivos. Entre ascjgrais métodos de cultura de tecidos
estdo a cultura meristematica, a microenxertiajlaura de embrides, a cultura de calos, a
suspensao celular, a polinizagdo e fertilizag@witro, a cultura de ovarios, a cultura de
protoplastos e a embriogénese somatica. Os priacigos da cultura de tecidos sdo a
reproducdo de plantas vitro para producédo de mudas, a recuperacdo de plaatdassie
virus (limpeza clonal), a conservag#&ovitro de recursos genéticos de plantas (conservacgao
de germoplasma), a obtencdo de mutamewitro, a producdo de haploides e duplos
haploides e a producao de plantas transgénicaRKKES et al., 1998).

O fundamento da pratica de microopropagagéovitro € baseado na teoria da
totipoténcia celular. A Totipotencialidade é o pipio bioldgico creditado ao fisiologista
vegetal alemdo Haberlandt, que em 1902, enuncia cqaa célula vegetal possuia o
potencial genético para reproduzir um organismeinmt Como corolario, este fisiologista
elaborou previsdes de que tecidos, células e dngddsriam ser mantidas indefinidamente
em cultura. De certa forma o conceito de totipatitade ja era inerente a teoria celular de
Schleiden e Schwan, 1838, ao postularem que algudlatas eram capazes de serem
separadas do organismo e continuar a crescer (GBWERRODARI, 2006).

Esta teoria formulada por Matthias Schleiden & TdwdSchwann, em 1838, pode ser
dita como constituinte dos primeiros fundamentos addtura in vitro, embora seus
formuladores nem tenham imaginado uma metodologmocessa. A teoria afirma que a
célula é autbnoma, portanto, que contém o poteneieéssario para originar um organismo
completo; ou seja, uma planta completa, contudea espacidade deve manifestar-se sob
especiais condicdes de estimulo. O fisidlogo védtaherlandt, imbuido dessa teoria, foi 0
primeiro a manipular um sistema de cultumavitro de plantas, procurando estabelecer e
consolidar um sistema de micropropagacdo. Infeligeepor limitacdes técnicas da época,
seus esforgos falharam, o que se atribui a naor hesaglo fitormonios no meio nutritivo,
utilizacdo de espécies inadequadas, baixa densd#adeculo e uso de explantes de tecidos
maduros. Contudo, alguns anos mais tarde a paditrdbalhos de Robbin, 1922, e White,

1934, em ponta de raizes; cultura de embribes,LpoRue, 1936; cultura de calos, por
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Gautheret Nobécourt, 1939; enriquecimento de meutdstivos com leite de coco, por van
Overbeek, 1941; uso de plantas de tabaco como maslglerimental para estudo de
morfogénese, por Skoog, desde 1944, e uso de emsastapicais na obtencdo de plantas
livres de virus, por Morel & Martin, 1952, abrirage-as estradas que a cultura de tecido de
plantas percorreria triunfalmente ao longo de tod@culo XX, com mais e mais descobertas
e aplicacdes (CID, 2001).

A cultura de tecidos, dentro do campo da biologapthntas talvez seja uma das
técnicas mais polivalentes. Assim, através da i@lte protoplastos, pode-se hibridizar
cultivares diferentes, vencendo barreiras genétiglavés da cultura de anteras, pode-se
obter plantas hapldides, que logo depois pode-gdoidizar e transformar-se em
homozigotos, isto €, individuos que produzem untig®d de gameta para um determinado
l6cus; com a cultura de células em meio liquidalgese obter mutantes, isto €, genoétipos que
ganharam ou perderam alguma caracteristica esm@ecifom a cultura de embrides e
meristemas, pode-se fazer trabalhos de criopreg@vpara conservar materiais em bancos
de germoplasmas, com economia de espaco e dinlepmcialmente em espécies de
reproducdo assexuada como batata, mandioca, abeitaxicom a cultura de meristemas
apicais, pode-se pensar em obter plantas livredrds; e com a cultura de gemas axilares,
propagar milhares de plantas, com genétipos supsriopor exemplo resistentes a
nematoidesfusarium etc.; na mesma linha de raciocinio, a embriogéseseitica, pode
fornecer grandes quantidades de plantulas que pedern de base para plantios no campo,
tanto na area florestal quanto na agronémica eorteghanjeira. A cultura de tecidos também
d& suporte técnico a trabalhos de transformac&resmda genética e na obtencdo de plantas
transgénicas. Apesar de toda essa diversidadecdieds, a cultura de tecido € uma s0, e o
denominador comum de todas elas é: a assepsiglangx o meio nutritivo e os fatores
ambientais: luz, temperatura, CO2 e O2 (CID, 2001).

A cultura de tecidos no Brasil € uma realidade agenas em muitos laboratérios
académicos, sendo também em empresas privadas,ali@mladas comercialmente e
relacionadas com culturas de importancia econéntaia, como: cana-de-acucar, flores,

eucaliptos e pinheiros (CID, 2010).

2.3.1 Estadios da propagacéim vitro

A metodologia da micropropagacdo tem como prinsigidsicos, a obtencdo do

explante, a assepsia, meio nutritivo e as condigddsentais de cultivo. Murashige em 1974
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elaborou os estadios da propagacdo vegetatiwatro, sendo eles: estadio 1: retirada do
explante e seu estabelecimento em cultura assg¢pstadio 2: multiplicagdo do explante
(formacdo de brotacbes ou de embrides); estadiofoBnacdo de novas plantas
(enraizamento); estadio 4: aclimatacdo das novastgd (cultivoex vitro em ambiente
controlado) e por final, transferéncia para as g@i®$ naturais de cultivo (CARVALHO &
VEIGA, 2011). Debergh e Read em 1991, propuserdnctlasdo do estadio 0: selecdo da
planta-mde ou matriz; na sequéncia de operacbeMudashige 1974 (GUERRA &
NODARI, 2006).

2.3.2 Estadio 0: selecéo da planta-mae ou matriz

Este estadio foi originalmente concebido para nrathas condi¢cBes higiénicas das
plantas mae (ZAVATTIERI, 2002). A fase 0, consiste selecionar e cultivar a planta matriz
doadora de explantes em condigbes adequadas duaueente, controladas. Isto significa
que pode ser necessario modificar as condi¢coestdpeiriodo e temperatura, ou aplicar a
essa planta fitorreguladores do grupo das gibex®lm auxinas, alterando com isto a sua
condicao fisiolégica. (GUERRA & NODARI, 2006), cestimento, a morfogénese e as taxas
de crescimento e propagacdo da cultura dependerdcathmento prévio da planta mae.
(ZAVATTIERI, 2002). E importante que a planta doslode explantes seja jovem
fisiologicamente, possua qualidade genética esfiloisaria (CARVALHO & VEIGA 2011).

2.3.3 Estadio 1: retirada do explante e seu estabelmento em cultura asséptica

Dentro da terminologia da cultura de tecidos, emalgexplante € qualquer segmento
de tecido oriundo de uma planta para iniciar umtuin vitro. Assim, o explante pode ser
um apice radicular ou caulinar, uma gema axilar,segmento de folha jovem, uma antera,
um ovario, um embrido zigotico, etc. (CID, 2001)okjetivo deste estdgio é a definicdo do
tipo de explante a ser utilizado, a desinfestagéexglante para o estabelecimento de culturas
assépticas, isentas de microorganismos contamsianta obtencdo de altos indices de
sobrevivéncia e de rapido crescimento dos expld@AKRVALHO & VEIGA, 2011). Neste
estadio torna-se necessario monitorar e contradareacdes de oxidacdo de compostos
fendlicos presentes no explante, como respost@ranento provocado pela excisdo de um

orgao ou tecido e; pela sintese de compostos m@airaéricos por parte do explante. A
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incubacédo das culturas na auséncia da luz por sudjas pode inibir os processos oxidativos
(GUERRA & NODARI, 2006).

Para CARVALHO & VEIGA (2011), explante é a partéineda da planta para iniciar
o cultivo in vitro, um dos fatores a serem considerados na escollexpdante é o que se
refere a resposta morfogénica: tecidos meristengtie desenvolvem mais rapidamente e séo
mais estaveis geneticamente. A morfogénese é unsegoéncia dos processos de divisao e
diferenciacéo celular integrados. Tais processpsrdem de sinais fitormonais e luminosos
que agindo direta ou indiretamente ao nivel gédiesencadeiam processos especificos de
sintese, e como consequéncia, alteracbes biogqusinsicaetabdlicas diversas. Ou seja, a
morfogénese € uma integracdo entre crescimentoafmgad quantitativas) e diferenciacao
(alteracdes qualitativas), sendo um resultado decoaimplexo controle hormonal mudltiplo,
espacial e temporal, através da regulacdo e emeds sistemas génicos multiplos
(GUERRA & NODARI, 2006). O nivel de diferenciacdm texplante e a fase de
desenvolvimento em que se encontra o tecido sédweales significativos no processo de
tomada de decisdo para a escolha do explante.c@®semenos diferenciados tem maior
probabilidade de resposta morfogénitaitro (CARVALHO & VEIGA, 2011).

A possibilidade de manipulacdo da morfogénese icglacse com a exata
compreensao dos conceitos enunciados anteriorntedis forma, tecidos, 6rgdos ou células
com intensidades variadas de determinacdo podemiriadipvas competéncias através da
acdo de determinados sinais quimicos (regulad@esescimento) que ativam seletivamente
determinados genes (epigénese), a resposta fmalx@ressdo morfogenética em dois niveis
basicos: organogénese ou embriogénese somaticaRBAE NODARI, 2006).

Quanto a fonte de explante, normalmente haverarnsaicesso se forem utilizados
tecidos jovens, 0s quais possuem maior compet@nganogenética. Explantes que contém
tecidos meristematicos séo preferidos, sendo erao® em gemas caulinares apicais e
axilares (LERCARI et al 1999).

Nesta etapa também h& uma preocupacdo com a coat@mido material, por iSso
técnicas para manter a assepsia do ambiente séestimuliveis para o sucesso do cultivo. A
assepsia € um conjunto de procedimentos empregado tprnar um explante livre de
microrganismos (bactérias, fungos filamentososedavas etc). Para evitar microrganismos
gue possam contaminar o explante € inevitavel o dsoantissépticos, sejam estes
bacteriostaticos ou germinicidas, esses antisespiimdem ser antibidticos ou de outra
natureza, como alcoois (alcool etilico); halogéniogoclorito de sédio); sais de metais

pesados (bicloreto de mercurio), fungicidas orgéietc. Em relacdo a vidraria e aos meios
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de cultura, estes devem ser esterilizados paraguestruam todos 0s microrganismos, por
calor seco (forno, ar quente) ou Umido (autoclawihcas bisturis e demais utensilios
metalicos para a manipulacéo do tecido podem serlzsados por flambagem direta, como
por exemplo: lamparina com alcool ou bico de Bunseramara de fluxo laminar, ambiente

este axénico (livre de germes), portanto adequado@trabalhan vitro (CID, 2001).
2.3.4 Estadio 2: multiplicacéo do explante

O Estéadio 2 € a fase de multiplicacdo que é fundtada na divisédo e diferenciagédo
celular, objetivando a obtencdo de uma plantula,aderdo com as diferentes rotas
morfogenéticas possiveis. De maneira geral proseirgromover a liberacdo de gemas
axilares pré-formadas ou a inducdo de gemas adiantiEm muitos casos estagios
intermediérios de calo estdo envolvidos, contud@ndo o objetivo € a manutencdo da
conformidade clonal, a passagem por estagios aedmle ser evitada, tendo em vista a
possibilidade de ocorréncia de variagbes somadomNeste estagio deve-se determinar o
namero e intervalo de subcultivos, bem como dete&ame otimizar a taxa de multiplicacao,
ou seja, 0 numero de gemas ou de eixos caulinaepadem ser obtidos a partir de cada
in6culo nos sub-cultivos. Para bananeira e abagiaajzpartindo-se de gemas apicais e
laterais respectivamente, a taxa meédia de multiplio € de 10 eixos caulinares a cada
subcultivo realizado a cada 20 dias. A experiéadaguirida com esses dois sistemas indica
que podem ser efetuados cinco subcultivos com gari@ntia de manutencédo de fidelidade
clonal. A partir deste dai podem aparecer mutamtesariantes somaclonais (GUERRA &
NODARI, 2006). Para cana-de-acucar, a taxa de phiciicdo do material € de 1:10, podendo
ser realizado no maximo 5- 6 subcultivos para néorrer perda de vigor e variacao
somaclonal (CARVALHO & VEIGA, 2011). As condicbesmhbientais neste estagio
relacionam-se com a temperatura, cuja faixa otigta entre 22°C e 27°C para plantas de
clima temperado e tropical, respectivamente. Oogerte luz deve permanecer em torno de
16 a 18 horas em intensidades luminosas médiasle’3 (GUERRA & NODARI, 2006).

2.3.5 Estadio 3: enraizamento

As plantulas derivadas do estadio 2 sao sensiviéis, sendo possivel a sua

transferéncia direta para o solo ou outro substisdo, na fase 3, sdo seguidos procedimentos
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para que as plantulas sejam capazes de sobreviveroadigcbes naturais sem a adigao
artificial de carboidratos (ZAVATTIERI, 2002).

Nesta etapa busca-se a inducéo, a iniciacdo, @atmento radicular e a preparacéo
para o estadio 4 — aclimatacdo (TORRES, 1998). #timtégias deste estagio incluem
eventuais inclusées no meio de cultura de gibexghara induzir o elongamento de eixos
caulinares; auxina para induzir a iniciagao radicud carvao ativado para favorecer a
iniciacao radicular, pois auxiliam na acdo das @asie promovem a fixacdo dos compostos
fendlicos produzidos pelo explante. Reducdes naserttracdes dos sais e das fontes de
carboidratos do meio de cultura podem trazer beinefia iniciagdo radicular, bem como
facilitar o processo de aclimatacdo (GUERRA & NODAR006). Outro fator que pode
influenciar na inducédo das raizes é a luminosidpdis, a presenca da luz pode ocasionar a
reducdo dos teores enddgenos de AIA (acido indmédico), assim como o acumulo de
fendis e seus subprodutos que inibem o enraizam{@&886IS & TEIXEIRA, 1998). Para o
cultivo in vitro, o balanco da concentracdo dosnit@rios auxinas e citocininas sao
imprescindiveis para a resposta morfogenéticataa cncentracdo de auxina e baixo de
citocinina, favorece o enraizamento e o balancersw promove a formacao de parte aérea,
ja concentracdes iguais promovem a producgdo ds ¢8KOOG & MILLER, 1957). O tipo
do sistema de raizes, obtido no enraizameémteitro, também determina o sucesso do
transplante, as raizes formadasvitro tém pouca capacidade de absor¢cdo e ndo respondem
imediatamente ao momento do transplante, além demspouco funcionais, delicadas e
propensas ao ataque de microorganismos (GUERRA RARD, 2006), sendo as raizes mais
curtas as mais adequadas, uma vez que apresentam-sase de crescimento ativo,
facilitando a pega da planta (GRATTAPLAGIA & MACHAD 1990). Tendo em vista que
este estadio da culturan vitro pode representar 30 a 60% do custo de uma planta
micropropagada, muitos laboratorios preferem pra@nowy enraizamento ex-vitro e esta
estratégia deve ser considerada sempre que poSSWVERRA & NODARI, 2006).

2.3.6 Estadio 4: aclimatacao
Apoés serem propagadas vitro, as plantas sdo aclimatizadas antes de irem accamp

Na cultura de tecidos, denomina-se de aclimatachmoesso de adaptacdo das plantas do

ambientean vitro, para oex vitro(COSTA, 2012).
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Neste estagio ocorre a transicdo da condicdo digifica para autotréfica. O
principal objetivo neste estagio é diminuir ao mé&xias perdas que ocorrem principalmente
pela desidratacéo dos tecidos da microplanta (GUERRIODARI, 2006).

Durante o cultivoin vitro, as plantas se desenvolvem em condicbes de baixa
luminosidade, alta umidade e com uma fonte de carlbm meio de cultura. Esses fatores
contribuem para o desenvolvimento de um fendtipe gdo sobrevive as condicbes
ambientais se transferidos diretamente para o caRgrtanto, as caracteristicas fisiologicas e
anatbmicas das plantas micropropagadas, necessgangradualmente aclimatizadas ao
ambienteex vitro(HAZARIKA, 2003).

O processo de aclimatacao de plantas cultivedaisro € um passo critico para muitas
espécies, requerendo tempo e demandando custos,ae podem restringir a aplicacao
comercial da técnica de micropropagacao (FILA gt1898). O emprego de estufas, tuneis
plasticos, sistemas de nebulizacdo e de antitnamips deve ser considerado para cada
situacao, tendo em vista que as plantas nesteiesi@ignalmente ndo apresentam estdmatos
funcionais e suas folhas tem reduzida capacidadérdear cuticulas cerosas protetoras.
Composicbes adequadas de substratos também sadantee e na maior parte dos casos o
emprego de areia, terra, vermiculita, casca de aadonizada isoladamente ou em misturas
proporcionais, resulta em elevados indices de gnféirecia (GUERRA & NODARI, 2006).

A taxa fotossintétican vitro € um dos principais fatores que influenciam nasdsa
percentuais de aclimatac&o, provavelmente devidmam fluxo fotossintético de fétons e a
baixa concentracdo de CO2 encontrada nos frascosltile fechados (SEON et al., 2000).
Essa baixa atividade fotossintéticavitro faz com que seja necessario um suprimento de
carboidratos durante o cultivo, reduzindo aindasnmiatividade de enzimas do sistema
fotossintético (COSTA, 2012).

2.3.7 Cultivoin vitro de cana-de-acgucar

Ja foi provado que mais de 1.000 espécies de plgpdem ser micropropagadas,
dentre elas, as plantas ornamentais sdo as mébiwadas no mundo inteiro, dependendo
da regido, as plantas frutiferas também sdo prddsiziom bastante frequéncia através desta
tecnologia, culturas extensivas raramente sdo pidas por este método, com excecdo da
cana-de-aclcar. Na Asia, desde 1991, a cana-defgél a 3planta mais biofabricada, com
uma producdo anual de 8 milhdes de unidades. Pedsas Cuba, Estados Unidos e Brasil

também tém biofabricas de cana-de-acucar (GERADD1R
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A cana-de-acUcar é usada na producdo de 65% da@ragiundial, e também é
matéria-prima para a producdo de alcool, produaosdcéuticos e outros compostos. Em
decorréncia da posicdo de destaque que ocupa nareeomundial, a cultura da cana esta
frequentemente inserida em programas de melhorantenespécies cultivadas, visando a
introducdo de caracteristicas de interesse agraedmdmo resisténcia a pragas e patdogenos,
tolerancia a herbicidas, e aumento no teor de ssedCIDADE et al., 2006).

Como visto anteriormente, a propagacao vegetatiwatro, também denominada de
micropropagacao, € a aplicacdo mais pratica e dernmapacto da cultura de tecidos, que
tem como principal objetivo a limpeza clonal oucealaracdo dos métodos convencionais de
propagacdo vegetativa (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998ara a cana-de-acucar, a
propagacaoin vitro € bastante vantajosa, considerando que um dosrasamoblemas
enfrentados em programas de melhoramento genétiovepcional nessa cultura € a
dificuldade de multiplicar o material selecionadomc rapidez. Normalmente, antes da
utilizagdo da micropropagacédo, além dos 10 ou s ale selecdo, eram requeridos mais
alguns anos para se estabelecer as novas cultear@santios comerciais (DONATO et al.,
2005).

A micropropagacdo € uma alternativa ao processoeomional de propagacao
vegetativa por meio de colmos. Altas taxas de pliddcdo de cana-de-aclUcar podem ser
alcancadas por esse método, com inUmeras vantagenslacdo a multiplicagdo em campo,
como a producéo de grande quantidade de mudasatidagle superior, em tempo e espaco
reduzidos (MALHOTRA,1995).

A propagacdo e a manipulac@o vitro da cana-de-acucar apresentam grandioso
avanco tecnoldgico nas regides do planeta em qudtara estd mais desenvolvida, onde
biofabricas (LEE et al., 2007) e sistemas autoradtiz (KAIZU et al., 2002) viabilizaram-se
para a geracdo em larga escala de material prayagsadio com origem genética
assegurada.

Estudos mostram que mudas micropropagadas podemngama produtividade e a
longevidade dos canaviais em até 30%, uma vez ggghlplita melhor padrao fitossanitario,
controle das condi¢cdes ambientais do processougéodo ano todo e otimizacdo da area
utilizada quando comparada com o método convendf@RUZ et al, 2009). A produgcdo em
larga escala € feita em instalacbes denominaddabbitas, que sdo laboratdrios com
equipamentos modernos, onde ocorre a utilizacdéamécas biotecnoldgicas, que permitem a
producaojn vitro, em escala industrial de uma determinada planja,pcocesso produtivo ja

esteja bem definido (RAPOSSO et al, 2012). As mud@&sopropagadas de cana-de-agucar
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produzidas neste sistema podem aumentar a comijoletite do produtor. Isto implicaria em
aumento na renda do produtor rural, principalmer#s pequenas e médias propriedades.
Além disso, a aplicacdo dessa biotecnologia peatanitibter 0 aumento na producéo, pelo
oferecimento em larga escala de uma gamauiterares adaptadas e pela alta qualidade
genética e fisioldégica das mudas oferecidas, serecassidade de avancar sobre &reas de
preservacao ambiental (CRUZ et al, 2009).

Existem muitas vantagens na utilizacdo de biofabrigara producdo de mudas em
larga escala: pode-se produzir grande quantidadeutias com alta qualidade fitossanitaria
(mudas livres de doencas fungos, virus e bactéicas) homogeneidade, conservando ou
aprimorando as caracteristicas genéticas iniceiglanhta que Ihe deu origem (RAPOSSO et
al, 2012), além da possibilidade da programacageadamento da producédo durante todo o
ano. A técnica possibilita disseminar rapidamentavas cultivares com melhores
caracteristicas agronémicas e econdmicas e tamlEmitp a pronta substituicdo de
cultivares suscetiveis a uma doenca repentinamente epidé@ieatabelecimento, melhoria
no padrdo e rendimento da producdo, implica em um#&r competitividade do setor
produtivo, no caso o sucroalcoleiro, gerando aumedatrenda e postos de trabalho no campo
e nas cidades (CRUZ et al, 2009).

A cana-de-acucar € uma excelente planta candidata gmprego como biofébrica.
Com sistema de transformacgéo genética relativanemeestabelecido (BOWER & BIRCH,
1992) e disponibilidade de informacdes gendomica$RISTENSEN & QUAIL, 1996), esta
planta ainda possui importantes caracteristica®aascimento rapido, acimulo elevado de
biomassa, colmo bem desenvolvido, propagacdo weget@m escala comercial, e
florescimento restrito, 0 que minimiza o risco depdrsdo de transgenes. Do ponto de vista
socioecondmico, a cultura da cana-de-acUcar passanp momento bastante favoravel, ndo
apenas pelo interesse na producdo em larga escalgidar e alcool, mas pela versatilidade
de matéria-prima, que também é empregada na gedac@oergia e utilizada como forragem
na pecudria (LANDELL et al., 2002).

Sendo assim, a implantacdo de novas tecnologiapgs&bilitem um aumento da
produtividade e competitividade dos produtoressaampacto positivo no setor. Dentre as
novas tecnologias aplicadas, a bioproducdo de mutlémando cultura de tecidos, mais
precisamente a micropropagagao, tem sido utilizaden sucesso para aumentar a
produtividade em varios paises (JALAJA et al., 2008

A busca de novas tecnologias € o caminho para pemmelhoria de vida dos

agricultores. Desse modo, a utilizacdo de ferraasebiotecnoldgicas para a producédo de
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mudas de algumas espécies vegetais em larga esmalalta qualidade sanitaria, fidelidade
genética, vigor e uniformidade, tem contribuidoapardesenvolvimento da agricultura, além
de reduzir o impacto negativo em relacdo ao ambjeénsaude dos trabalhadores rurais e do

consumidor, devido a menor utilizacdo de agrot&(EAPOSSO et al, 2012).

2.4 Herbicidas na cultura da cana-de-acgucar

Ao longo dos anos, a agricultura mundial cresceusrdutividade e area cultivada,
acompanhada pelo uso intenso de agrotdxicos, qubéta sofreram grandes evolugdes.
Muitas moléculas novas surgiram, com caractersstifigico-quimicas que propiciam
funcionalidades diferenciadas e comportamentosemtdis distintos, com grandes alteracoes
nos perfis toxicoldgicos e ecotoxicologicos, frudos avangos tecnolOdgicos e pressoes
ambientalistas (ARMAS et al.,, 2005). O comércio phsticidas avanca cada vez mais,
embora muitas mudancas e inovagdes surjam confasmeecessidades do mercado, entre
elas o advento das culturas transgénicas, regstanédlgumas pragas, o uso de herbicidas é
destacado visto que a maioria destas inovacdesimpede o florescimento de plantas
daninhas no campo (AMARANTE, 2002).

O controle das plantas daninhas tem progredidoedesdranquio manual das plantas
daninhas, que depois passou a ser feito por femas@rimitivas também manuais, depois
por implementos tracionados por animais. A Ciérdaa Plantas Daninhas e o controle
planejado das plantas daninhas comecaram depoiseglanda Guerra Mundial com a
descoberta das propriedades herbicidas do 2,4-R([EHOFFOLETI, 2008).

Nos ultimos dez anos, o mercado de agrotoxicos rauokesceu 93% e o brasileiro
cresceu 190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou osl&stdnidos e assumiu o posto de maior
mercado mundial de agrotoxicos. Em 2010, o mercaaional de defensivos, movimentou
cerca de US$ 7,3 bilhdes e representou 19% do dwemgl@abal de agrotoxicos. Em 2011,
houve um aumento de 16,3% das vendas, alcancantl®8ilhdes, sendo que as lavouras
de soja, milho, algodéo e cana-de-acucar reprane82&o do total das vendas do setor. Nesta
safra de 2011, os herbicidas representaram 45%tdbde agrotoxicos comercializados, 0s
fungicidas respondem por 14% do mercado nacioraljneeticidas 12% e, as demais
categorias de agrotéxicos, 29% (ANVISA, 2012).

Uma das caracteristicas da cultura da cana-detagisaa grande capacidade de
crescimento, por apresentar fisiologia do tipo @#ém na maioria das situacoes, a brotacao

e crescimento inicial sdo lentos e a cultura é anafetada pela competicdo com as plantas
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daninhas (PROCOPIO, 2003). Em consequéncia desaeterdstica, é necessario manter a
lavoura de cana-de-acUcar livre de plantas daninbggeriodo inicial, que varia de 60 a 90
dias (PROCOPIO, 2003).

Para a EMBRAPA (2004) herbicida € todo o produtiizatio para destruir ou
controlar o crescimento de plantas daninhas, abusti outras plantas indesejaveis. Um
herbicida se torna seletivo quando ha especifieidadsua acdo, ou seja, quando aplicado na
area de plantio, ndo afeta de forma danosa a aytimcipal, embora controle eficientemente
a invasora.

Existem inimeros herbicidas aplicaveis a culturazat@a-de-acucar. Com mais de 40
ingredientes ativos, sua recomendacdo deve seadm®sn aspectos técnicos relacionados
com fatores ligados a cultura, as condicOes edaficalimaticas e a infestacdo de plantas
daninhas presentes na area (CHRISTOFFOLETI, 2012).

Os herbicidas comumente utilizados para o conttateplantas daninhas na cultura da
cana-de-agucar no manejo tradicional sdo: 2,4 Btoablor, ametrina, ametrina + 2,4 D,
ametrina + clomazone, ametrina + diuron, clomazdngpon, diuron + hexazinone, diuron +
MSMA, diuron + terbutiuron, glyphosate, metolachloretribuzim, halosulfuron, imazapyr,
isoxaflutole, oxyfluorfen, sulfentrazone e terbutin (BLANCO, 2003).

E fundamental o manejo da planta daninha na cullarecana-de-agtcar, pois a
presenca das invasoras pode causar perdas na iypdatle de colmos e de acucar,
decréscimo da longevidade do canavial, dificuldad@mento no custo da colheita, queda na
qualidade industrial da matéria prima, servir degabpara pragas e doencas da cana-de-
acucar e causar depreciacdo no valor da terraréest métodos de controle das plantas
daninhas sobressai no Brasil o controle quimicwjdde principalmente, ao rendimento
operacional e ao custo por area. Varios estudosranogjue os pesticidas podem apresentar
toxicidade também a organismos néo-alvos (GIOL&).eP005; SANTOS et al., 2006).

Até o momento, os programas de melhoramento genéiéc cana-de-acucar nao
avaliam a caracteristica de competitividade dosedeem relacdo as plantas daninhas e nem
sua sensibilidade aos herbicidas. No entanto, digdente na pratica, que cultivares com
intenso e rapido perfilhamento, assim como culésajue apresentam rapida brotacao inicial,

sao mais competitivas com as plantas daninhas (EHBFFOLETI, 2012).

2.4.1 Herbicidas — Mecanismos de acao
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A atividade bioldgica de um herbicida na plantarceae acordo com a absorgéo,
translocacdo, metabolismo e a sensibilidade dagkm herbicida e, ou, a seus metabdlitos.
O simples fato de um herbicida atingir as folhasig,ser aplicado no solo nao é suficiente
para que ele exerca a sua acdo. Para tanto hésidacks de que ele penetre na planta,
transloque e atinja a organela onde ira atuar (FHRR et al.,2005).

Em principio herbicidas com mecanismos de acdo lkamtes também tendem a
falhar contra os mesmos biotipos de plantas resedelsso, contudo, ndo € uma regra fixa.
Pequenas diferencas nos sitios de atuacédo produzemtados diferentes, por exemplo, um
biétipo resistente a um inibidor de ACCase podensamos resistente a outro produto ou ser
suscetivel a um terceiro (HRAC, 1999).

Também pode haver forte similaridade nos sintomastrados pelas plantas entre
herbicidas de familias quimicas diferentes, masaguesentam o mesmo mecanismo de acao
(OLIVEIRA et al, 2011).

O primeiro ponto importante a ser esclarecido #egieh¢a entre mecanismo de acdo e
modo de acdo. Considera-se que 0 mecanismo dedacaespeito ao primeiro ponto do
metabolismo das plantas onde o herbicida atua.eNeaso, o0 mecanismo de acdo €
normalmente o primeiro de uma série de eventoshdktas que resultam na expresséo final
do herbicida sobre a planta. O conjunto dessest@venetabdlicos, incluindo os sintomas
visiveis da a¢do do herbicida sobre a planta, derese modo de acédo. (OLIVEIRA et al,
2011).

2.4.2 Clomazone

O clomazone, 2 - (2 - clorofenil) metil-4,4 - dinhet3 — isoxazolidinona, transloca-se
na planta via xilema, apresenta atividade de solpode persistir, afetando culturas
sucessoras. O clomazone apresenta alta solubijidesi@m, quando aplicado sobre a
superficie do solo, pode lixiviar e atingir camagesfundas, chegando as raizes das culturas,
causando danos naquelas sensiveis. Dessa forntgea@comendada varia com o tipo de
solo (SILVA et al., 2005). O clomazone é um hedsacpré-emergente, seletivo condicional,
de acao sistémica, recomendado para as cultugndede-acucar, algodao, arroz, mandioca,
pimentdo e soja, a concentracdo do ingrediente étide 500 g/L, é pertencente ao grupo
quimico isoxazolidinona, com classificacdo toxigd Classe Il (altamente toxico) e

classificagcdo ambiental Classe Il (produto muitogeso) (FMC, 2011).
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Quanto ao seu mecanismo de acao, o clomazone gederGrupo F3- Descoloragao:
inibicdo da biossintese de carotendides (sitiogd® a@esconhecido). A agdo dos herbicidas
pertencentes a este grupo resulta na perda degmainte todos os pigmentos das plantas
suscetiveis, resultando em um sintoma caracteriskc despigmentacdo ou de albinismo
(CHRISTOFFOLETI et al., 2008). Essa folhagem totalte branca produzida apdés o
tratamento, as vezes é chamado de cresciment@ &barescimento da planta continua por
um certo tempo; contudo, devido a falta de cloapfdla ndo consegue se manter. Assim, 0
crescimento cessa e comecgam a surgir manchas inasrd importante salientar que estes
herbicidas ndo tém efeito sobre carotendides siathkis antes da sua aplicacdo. Desse modo,
tecidos formados antes da aplicacdo do herbicidasedmostram brancos imediatamente,
porém, devido a necessidade de renovacao dos maidds, eles desenvolvem manchas

cloréticas que progridem para necrose (ABERNATHY94).

O clomazone inibe a sintese de compostos isopresnogle sdo os precursores de
pigmentos fotossintéticos, causando reducédo nd aévearoteno e fitol e, consequentemente,
clorofila. O caroteno € um pigmento das plantaparsavel, dentre outras funcdes, pela
protecdo da clorofila da fotooxidacdo (BACHIEGA &ARES, 2002; KRUSE, 2001).
Depois da clorofila ser sintetizada e se tornatreé&camente excitada pela absorcdo de
fotons de luz, é transformada da formiaglet para a formatriplet, mais reativa. Em
condi¢cdes normais, a energia desta forma reativalatefila € dissipada por meio dos
carotenoides (CONSTANTIN et al., 2011). Quando a®tensdides ndo estdo presentes esta
clorofila no estaddriplet, ndo dissipa energia e inicia reacfes de degiada@s quais ela é
destruida (ABERNATHY, 1994). Portanto, sem a preaatos carotendides, as clorofilas ndo
sdo capazes de se manterem funcionais e esta@$SCANTIN et al., 2011). Uma vez que
0 caroteno reduz o estresse oxidativo (KRUSE, 201nibicdo da sintese de carotendides
leva & decomposicao da clorofila pela luz, resditama perda da fotoprotecéo fornecida pelos
carotendides a clorofila (MORELAND, 1980). Devidoeate processo, a clorofila ndo se
mantém sem a presenca dos carotenoides, que gegmtdissipando 0 excesso de energia
(SILVA et al., 2005). Com isso, 0 mecanismo de ag@groduto torna-se bidirecional, as
folhas ficam descoloridas, por falta de clorofimprrendo em pouco tempo (TIMOSSI &
ALVES, 2001).

O herbicida clomazone é moderadamente persistergela, com meia-vida variando
de 5 a 29 dias e média de 19 dias, em funcdo dodipsolo (KIRKSEY et al., 1996).

Gallaher & Mueller (1996), em trabalho conduzidw gois anos sob diferentes condicbes de
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ambiente, reportaram vida média de 55 dias pamtegbicida. Algumas propriedades da
molécula de clomazone séo indicativas de que elesepta potencial de deslocamento no
ambiente por volatilizacao ou junto a lamina desadurante a irrigacdo e drenagem, podendo
ocasionar toxicidade as plantas sensiveis. A maaigdio do efeito de fitotoxicidade sobre
organismos nao alvos pode ocorrer pela incorporagéberbicida ao solo, diminuindo o
potencial de deriva (CONSTANTIN et al., 2011), aar pplicagcdo do produto em distancias
minimas consideradas seguras e livres do efeites@jdvel (NOLDIN et al., 2001). No solo,
o principal fator que determina a sorcdo é a natérganica, sendo que a influéncia da
textura € secundéria e o pH praticamente nédo iMludecomposi¢cdo acontece basicamente
pela atividade de microrganismos do solo, com liglée fotélise desempenhando papéis
secundarios (CONSTANTIN et al., 2011).

2.4.3 Diuron e Hexazinona + Diuron

Os herbicidas atualmente em uso e que apresentaanim®o de acdo de inibicdo da
fotossintese, atuando no fotossistema I, sdo mmEatees aos Grupos C1 (triazinas e
triazinonas), Grupo C2 (uréias substituidas e ashidaGrupo C3 (benzotiadiazoles). O local
de acdo destes herbicidas € na membrana do clstmptande ocorre a fase luminosa da
fotossintese, mais especificamente no transporsdetitens (CHRISTOFFOLETI, 1997).

Os herbicidas com acédo de contato dos grupos quémiceia e triazinona, tem
mecanismos de acdo a inibicdo da fotossintese tossfstema Il. O local de agcdo destes
herbicidas € na membrana do cloroplasto, onde @@ofase luminosa da fotossintese, mais

especificamente no transporte de elétrons (CHRISFTRETI, 1997).

Em condi¢bes normais, sem a interferéncia de iarb&lfotossintéticos durante a fase
luminosa da fotossintese, a energia luminosa cadumpelos pigmentos (clorofila e
carotendides) é transferida para o centro de reR8860, gerando a excitacdo de um elétron, o
qual é transferido para uma molécula de plastogaiqpresa a uma membrana do cloroplasto
(Qa). A molécula da plastoquinona Qa transfereétyal, por sua vez, para outra molécula de
plastoquinona, chamada Qb. Quando um segundo reléttansferido para a plastoquinona
Qb, a quinona reduzida torna-se protonada, formamda plastoidroquinona (QbH2). De
maneira simplificada, a funcdo da plastoidroquinodatransferir elétrons entre os
fotossistemas Il (P680) e o fotossistema | (P7GEBRREIRA et al., 2005).
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Os herbicidas diuron e hexazinona + Diuron, deogada uréia substituida e da
triazinona + uréia substituida, se ligam a prot&riano sitio onde se prende a plastoquinona
Qb. Esses herbicidas compete com a plastoquinonpa@almente reduzida (QbH) pelo
sitio na proteina D-1, ocasionando a saida daopjaisona e interrompendo o fluxo de
elétrons entre os fotossistemas (FERREIRA eR@0D5). Dessa forma néo existe a producéo
de ATP, pois o transporte de elétrons € interrompliidem como a producdo de NADPH2
(CHRISTOFFOLETI et al., 2008A morte das plantas ocorre por outros motivos af&m
falta de carboidratos, em decorréncia da inibigioeacao luminosa da fotossintese. Além da
fotoxidacdo da clorofila, provocando a clorosedgliocorrem rompimentos na membrana
citoplasmatica celular como consequéncia da peag#il de lipidios causada pela acado dos
radicais toxicos (clorofila triplet e oxigénio slat). (FERREIRA et al., 2005)

O diuron possui classificacdo toxicolégica classke 4 mediamente toxico e
classificagcdo do potencial de periculosidade antbieclasse Il muito perigoso ao meio
ambiente. E composto por 3-(3,4-diclorofenil)-1jmetiluréia (BRASIL, 2002).

O produto comercial com a mistura dos herbicidasarieona + diuron, € um
herbicida seletivo para a cultura da cana-de-aglman classificagdo toxicologica Il —
altemente toxico e classificacdo do potencial deplesidade ambiental 1l — muito perigoso
ao meio ambiente podendo ser aplicado antes eapasergéncia da cultura e das plantas
infestantes (BRASIL, 2002).

2.4.4 MSMA

O herbicida MSMA metanoarseniato acido monosségiestence ao grupo quimico
dos arsenais organicos (DURIGAN et al., 2004), stdde utilizado na cultura do algodéo e
da cana-de-acgucar no controle de plantas danimhgss-emergéncia tardia, por meio de jato
dirigido. Seu mecanismo de acado € de peroxidacédimideos, porém o herbicida é oxidado
através da fosforilagcdo oxidativa dos transporesiale elétrons no processo respiratorio da
planta (CHRISTOFFOLETI et al., 2001). O mecanismoagdo ndo € bem conhecido, mas
provavelmente provoca aumento na concentracdo rdo®acidos e/ou utilizacado acelerada
do amido nos 6rgdos de reserva (DURIGAN et al.,420Blas plantas suscetiveis ocorre
clorose gradual com desidratagdo e decomposicao edasituras (RODRIGUES &
ALMEIDA, 2005). Apresenta absorcéo unicamente foidranslocacéo restrita, simplastica,
quando ha concentracdo de amido nos 6rgéos dead®&ROCOPIO, 2003). Ainda, seu uso

€ bastante comum em associa¢do com outros herbwitao diuron, ametrina e tebuthiuron.
41



As condi¢bes climaticas representam um fator furehah para o bom funcionamento do
MSMA, que com temperaturas altas, céu aberto, lnoénbsidade e umidade relativa elevada
€ melhorado significativamente (NIMBAL et al., 199@xiste apenas um registro de
resisténcia de planta daninha a estes herbicidas,gpplanta daninféanthium strumarium
em algodao, nos EUA. Dessa forma os riscos de&eleg biotipos resistentes nas culturas
sao pequenos (WEED SCIENCE, 2006).

A classificacéo toxicolégica do produto € IlI-methmente toxico e a classificacdo do
potencial de periculosidade ambiental Ill-produterigoso ao meio ambiente (BRASIL,
2008).

2.452,4-D

A Ciéncia das Plantas Daninhas e o controle pldonejdas plantas daninhas
comecaram depois da segunda Guerra Mundial corscalolerta das propriedades herbicidas
do 2,4-D, as sinopses historicas apontam que e, Phmerman e Hitchock, nos Estados
Unidos, descobriram a propriedade reguladora deionento do 2,4-D (CHRISTOFFOLETI,
2011), sendo o primeiro composto organico sintdtizgela industria utilizado como
herbicida seletivo (CONSTANTIN et al.,, 2011). Esterbicida € a base de muitos outros
produtos sintetizados em laboratério (2,4-DB; 2B,%tc.) e marcou o inicio do controle
quimico de plantas daninhas em escala comercial4€D obteve seu primeiro registro no
ano de 1947, nos EUA, chegando ao Brasil na détad# para pesquisa e experimentacao
(SILVA et al., 2005).

Herbicida seletivo de pds-emergéncia, o 2,4-D, éda® produtos comerciais que
contém em sua formulacdo o Dimethylammonium (2¢fddrophenoxy) acetate (2,4-D
AMINA), tendo classificacao toxicologica Classe éxtremamente toxico e classificacdo do
potencial de periculosidade ambiental Classe preduto perigoso ao meio ambiente. E um
herbicida sistémico, do grupo quimico acido ardédoandico, sendo indicado para as culturas
de arroz, cana-de-acucar, café, milho, soja e {MJRENIA, 2008).

Os 2,4-D com formulacbes aminas sdao as mais wuldzano mundo e no Brasil
(aproximadamente 95% do total), e dentre estasagsaomuns sdo as dimetilaminas (SILVA
et al., 2005).

Os herbicidas a base de 2,4-D, s&o utilizados aeilBx mais de seis décadas, sendo
considerado produto-padrdao em testes de eficaobdgita de plantas daninhas e de

seletividade em diversas culturas, como cana-deaactnilho, trigo, aveia, centeio, arroz e
42



pastagens. Anualmente sdo comercializados no muadm de 90 milhdes de litros do
produto, dos quais 40 milhdes nos EUA e 20 milliiedmerica Latina (CORREA, 2010).

O 2,4-D pertence ao Grupo O de herbicidas tambémhemido por reguladores de
crescimento, auxinas sintéticas ou herbicidas hoamspem funcdo da similaridade estrutural
com a auxina natural das plantas (CONSTANTIN et28l11).

As auxinas sintéticas, como o produto quimico 2,4dd bastante eficientes, pois nédo
sdo metabolizadas pela planta tdo rapidamente @oailA (acido indol-3-acético) (TAIZ &
ZEIGER, 2004). A absorcdo do herbicida ocorre efitemente e se faz tanto pelas folhas
como pelas raizes, sendo mais rapida para as fagded ésteres que aminas. Uma vez
absorvido, o 4cido do 2,4-D move-se no interiopkdata pelo xilema e floema. O herbicida é
distribuido na planta para os meristemas (pontardscimento) e outras partes do seu
desenvolvimento (ATANOR et al., 2010).

Os herbicidas auxinicos, em plantas sensiveis,zemdumudangas metabolicas e
bioquimicas. O metabolismo de acidos nucleicos &spsctos metabdlicos da plasticidade da
parede celular sdo seriamente afetados, pois bssiigidas interferem na acdo da enzima
RNA polimerase e, consequentemente, na sinteseidesanucleicos e proteinas, induzem
intensa proliferacdo celular em tecidos, causanpioastia de folhas e caule, além de
interrupcao do floema, impedindo o movimento ddsdssimilados das folhas para o sistema
radicular (FERREIRA et al., 2005).

2.5 Tolerancia a herbicidas

A produtividade da cana-de-acuc8gccharunspp. € diretamente influenciada, entre
outros fatores, pela presenca de plantas daniabagiais, aléem de dificultarem o corte e a
colheita,fazem com que o rendimento industrial decresga,funcdo da interferéncia que
exercem sobre desenvolvimento da cultura (FAGLIARI, 2001).

Para evitar perdas provocadas pelas plantas danirdeve-se adotar medidas
eficientes de manejo. Estas devem ser feitas daafonais racional possivel, integrando
medidas culturais, mecanicas e quimicas, sendaikistea a que resulta em melhores indices
de controle (CHRISTOFFOLETI et al., 2007).

O principal método de controle das plantas danimiaasultura da cana-de-agucar € o
quimico através da aplicacéo de herbicidas, tamtwondi¢cdo de pré como de pds-emergéncia
(TERRA, 2003). Existem diversos produtos eficiemtggistrados para esta cultura no Brasil,

onde é a segunda cultura que mais utiliza herlsigidapais (PROCOPIO, 2003). O continuo
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desenvolvimento de novos herbicidas para uso rmadtara, bem como a dinamica de
introdugao ou troca de cultivares, faz com quetaodesda interacdo destes dois fatores torne-
se constante (TERRA, 2003).

No setor sucroalcooleiro, mesmo tendo o conhecinaid que o0s cultivares
apresentam respostas distintas de tolerancia acidaxd (OLIVEIRA, 2004; FERREIRA,
2005), os programas de melhoramento genético foaaselecdo dos novos genotipos
principalmente para fatores edafoclimaticos, pragamencas (MATSUOKA et al., 2005),
nao considerando a tolerancia dos cultivares (SOEIATO et al., 2012).

A planta é sensivel a um herbicida quando seu ioresto e desenvolvimento sédo
alterados pela acdo do produto; assim, uma plamisivel pode morrer quando submetida a
determinada dose do herbicida. Ja a toleranci@apacidade inata de algumas espécies em
sobreviver e se reproduzir apés o tratamento hdehianesmo sofrendo injurias. Estas
caracteristicas relacionam-se com a variabilidagetica natural da espécie (VARGAS &
ROMAN, 2006).

Diferentes cultivares de cana-de-aclUcar tém apiasdemespostas diferenciadas aos
herbicidas, tendo como consequéncias frequentddepnas de fitotoxicidade, chegando a
ocasionar reducao na produtividade do canavial @OKX, 1991; CONSTANTININ, 1997,
VELINE, 2000; PROCOPIO, 2003; FERREIRA, 2005). Ongortamento diferenciado de
gendtipos de cana-de-agUcar diante de diversosiclia® associado ao estadio de
desenvolvimento desta cultura tem sido fator ingg na tolerancia de cultivares a
herbicidas (VELINI, 2000).

Os herbicidas atualmente em uso na cultura da @es@gicar apresentam variacdes
especificas quanto ao grau de seletividade pardtara; que depende da dose e época de
aplicacdo, condicbes edafoclimaticas e estadioldgitm, além das condi¢des fisiologicas e
bioquimicas da cultura (SOUZA, 2008). De acordo &etini et al. (1993) a cultura da cana-
de-acgucar pode tolerar até 27% de comprometimemtsud area foliar devido as aplicacdes
de herbicidas, sem prejuizos a produtividade. R&8li@hristoffoleti (1982) relataram que as
diversas cultivares de cana-de-aglUcar apresenteantedsticas morfologicas e fisiologicas
diferenciais, sendo provavel que ocorram alteragdescomportamento quanto a sua
tolerancia a herbicidas especificos.

A seletividade de herbicidas é a base para o sucEssontrole quimico de plantas
daninhas na producéo agricola, sendo considerada uma medida da resposta diferencial
de diversas espécies de plantas a um determinabwila. Quanto maior a diferenca de

tolerancia entre a cultura e a planta daninha, n@agegurancga de aplicagdo. O conhecimento
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a respeito da seletividade de um herbicida é urrgupéisito basico para seu uso ou
recomendacgdo, uma vez que revelam quais plantafete e quais sdo menos sensiveis ao
produto (OLIVEIRA, 2008b).

Ainda de acordo com o mesmo autor, OLIVEIRA (2008anetabolismo diferencial
ou destoxificacdo dos herbicidas pelas plantas dvapelmente o mais comum dos
mecanismos que contribuem para a seletividade ihécltas nas plantas. Uma planta capaz
de tolerar um herbicida através deste mecanismapézcde alterar ou degradar a estrutura
quimica do herbicida através de reacdes que reselta substancias nao toxicas. Plantas que
nao possuem a habilidade de destoxificar um detadni herbicida sdo mortas enquanto
plantas tolerantes que possuem esta capacidagmesca
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3. MATERIAL E METODOS

Para atender aos objetivos deste trabalho forarsengtelvidos dois
experimentos, sendo um utilizando mudas em consligdé@tro, no estagio de multiplicacéo
das plantulagle cana-de-acucar e outro na fase de aclimatag@onddas -ex vitra As
caracteristicas escolhidas para discriminar asivatdls como tolerantes ou ndo aos
tratamentos, foram definidas com base nos estuel6ERREIRA et al., 2010, que avaliou a
tolerancia diferencial de cultivares de cana-desaca estresse por herbicidas utilizando as
caracteristicas altura e perfilhamento todos emaéel a uma testemunha sem aplicacdo do
tratamento. Foi utilizada também a avaliagdo daateritica dos sintomas de fitotoxicidade
sugerido no trabalho de ARANTES et al. 2010, quesishiu nas avaliagcbes morfolégicas em
cultivares de cana-de-acgucar submetidas a herbisglativos.

O resultado esperado da distincdo das variedade®nes serd fornecido pela
avaliacdo das caracteristicas propostas, de aamuo os tratamentos, sendo avaliado o
namero de perfilhos, o grau de injuria — nota do®mas de fitotoxicidade e peso de matéria
seca em tratamenin vitro e emex vitra a altura da planta, nimero de perfilhos e grau de
injuria — nota dos sintomas de fitotoxicidade. Roreoletados resultados aos 7,14 e 21 dias
apos o tratamento. Em vista de estabelecer a melaar de resposta significativa dos
tratamentos, o dia apresentando o menor coeficantariacdo em comparacido aos demais,

sera considerado o mais eficiente e adequado agteodo trabalho.

3.1 Cultivo in vitro de variedades e clones de cana-de-acucar

O cultivoin vitro (micropropagacao) para a obtencdo das mudas dedeaacucar foi
realizado na Biofabrica da Universidade FederabRiw Rio de Janeiro Campus Campos dos

Goytacazes, RJ.

3.1.1 Obtencéo das plantas matrizes e das fontesaplantes

A planta matriz é aquela da qual seréo retiradeexpkntes, ou seja, o0 meristema do
apice caulinar, que é o explante utilizado paralt@in vitro da cana-de-agucar. A obtengéo
das plantas matrizes das variedades e clones EE®llpara a pesquisa: RB951541,
RB966928, RB98710, RB969017, RB979088 e SP79-1Gtiam feitas no campo

experimental da UFRRJ/Campos dos Goytacazes. Fodadetados cinco colmos de cada
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variedade/clone, que foram cortados em mini tolemstendo uma gema e postos para
germinar.

Apo6s o periodo de brotacao, as plantulas foranadast utilizando-se uma faca que, a
cada corte era imersa em uma solucédo de NaCIlO av2@%bara evitar contaminacdes. Com
a retirada da fonte de explante, realizou-se suaelza, como demonstrado na Figura 1,
eliminando-se folhas, substrato e raizes.

Figura 1. (A)
limpeza da fonte de explante.

3.1.2 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado segue a metodologia ddhilge & Skoog (1962),
conhecido como meio de cultura MS (GUERRA & NODARIQG6).

No cultivo in vitro de cana-de-acucar, o meio liquido é o meio ideed ja cultura,
portanto utiliza-se pontes de papel, para que d¢aete ndo fique imerso no meio liquido
(Figura 2).
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Figura 2. Preparacdo para ihocula(;éo dos explarttdsos de ensaio com pontes de papel,
prontos para receber o meio de cultura e serenclauémos.

3.1.3 Extracdo do meristema do apice caulinar

Primeiramente, todo material utilizado na camarafldeo laminar (instrumentos,
vidrarias e tubos de ensaio com meio de culturanicesterilizados em autoclave para evitar
a contaminacao por fungos e bactérias.

Antes da extracdo, os explantes passaram por usiafetacdo com alcool etilico
(70%) por 1 minuto, e em hipoclorito de soédio (2%QNO) por 20 minutos. Apds este

processo, 0s explantes passaram por uma rinsageiguendestilada por 3 vezes. (Figura 3)

Figura 3. Desinfestacédo da fonte de explante

Antes do inicio dos trabalhos a camara de fluxoidar foi limpa com etanol e

esterilizada com lampada UV por 20 minutos, apsls, igcionou-se o fluxo de ar.
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Posteriormente, realizou-se o isolamento dos etggaigue consiste na sua extracao
propriamente dita, como demonstrado na Figuragktgatimento executado necessariamente
na camara de fluxo laminar, com flambagem de todssinstrumentos utilizados e
previamente autoclavados, para evitar qualquerdgoontaminacdo. Imediatamente apds a
extragcdo do meristema (explante), foi feita su@ukezdo no tubo de ensaio sobre as pontes
de papel, e 0 meio de cultura, devidamente autadtas: Com o fim da inoculagéo, os tubos
de ensaio foram para a sala de crescimento, ondenas;des do ambiente sdo controladas,
os frascos de vidro utilizados sao vedados comdarppssuindo um orificio que controla as
trocas gasosas entre o frasco e o ambiente, adfimahter a umidade em condigfes ideais,
evitando vitrificacdo dos explantes. A temperatncaambiente fica em torno de 25°C, a
luminosidade de 100 a 110 nm, e fotoperiodo de I lzoras. Porém, durante os 7 primeiros
dias, os tubos de ensaio ficaram cobertos por ume fiplastico preto, para evitar a
luminosidade, prevenindo a fotooxidagao nas fasiesais de desenvolvimento do explante.
Apos este periodo, o plastico foi retirado e o axf@ permaneceu no tubo de ensaio, por um
periodo de aproximadamente 25 - 30 dias, sendadssenvolvimento acompanhado e o
frasco agitado diariamente para evitar oxidacdo.an@Qa acabou o periodo de
desenvolvimento inicial do explante no tubo de Enssucedeu-se sua transferéncia para
frascos de vidros maiores, contendo 30 ml de meiouttura de repicagem autoclavado. O
periodo de desenvolvimento até ocorrer a primedEcagem divergiu de acordo com a
variedade ou clone, sendo que a cada 15 dias arggpdm desenvolvimento foi transferido

para outro frasco, para nao ocorrer deficiénciaaional.
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Figura 4. (A) obtencdo do explante - extracdo doigtegna apical; (B) explante; (C)
explantes desenvolvendo em tubos de ensaio contsredo de cultura; (D) explantes
transferidos para um frasco de vidro maior com mdo cultura para completar seu
desenvolvimento.

3.1.4 Repicagem

Apo6s o desenvolvimento do explante com a formag@arda plantula, repicou-se
cada variedade ou clone conforme a Figura 5, emac@me fluxo laminar com pingas e
bisturis autoclavados e flambados a cada manuseino maximo de 5-6 subcultivos
(repicagens) para ndo ocorrer a perda do vigor aagdo somaclonal. A taxa de
multiplicacdo desse material € de 1:10, a repicafgerfeita com intervalo de 15-20 dias,
dependendo da evolucéo de desenvolvimento de eadmlade ou clone. Esse procedimento
foi repetido até atingir a quantidade necessarimagas para o experimento, respeitando-se a
guantidade maxima de subcultivos.
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Figura 5. (A) plantula pronta para ser replcada chesso de replcagem

3.1.5 Enraizamento

Em sequéncia, obtida a quantidade de mudas nei@ssgara experimentx vitrg as
plantulas seguiram para o processo de enraizarrewiino. Nessa etapa, os frascos de vidro,
como visto na Figura 6, conttm um meio de cultlspeeial — meio de cultura para
enraizamento. Esse meio inclui auxina (horménioutiod de desenvolvimento de raizes
adventicias) e carvdo ativado (para evitar a ofidag também devido ao fototropismo

negativo para o desenvolvimento das raizes).

Figura 6. Plantula em meio de cultura de enraizameesenvolvendo raizes adventicias.
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3.2 Experimentoin vitro

Com objetivo de estabelecer metodologias para apéali precoce da tolerancia de
variedades e clones de cana-de-acucar a herbiéaddsjto um experimento com plantulas
ainda na fasén vitro, no estagio de multiplicacdo das plantulas. Pssa foram testadas as
variedades que mais se destacaram em desenvoleimesse meio de propagagaovitro:
RB951541, RB966928 e SP79-1011.

O tratamento das plantulas foi feito com os hedai€i clomazone; MSMA e diuron.
As doses 1 utilizadas de acordo com a recomendbig&abricante foram: clomazone: 1,0 kg
l.a./ha; MSMA: 2,47 kg i.a./ha; e diuron: 2,4 kg.Aha. Sendo a dose 2, o dobro da dose 1 e a
dose 3 o triplo da dose 1. Sendo os frascos coinatamentos dispostos em prateleiras,
separados por tratamento e por variedade.

O primeiro calculo foi realizado para estabelecguantidade de produto para uma
calda de 1 litro de agua. A fim de simplificar ddcolos, os valores das medidas foram
reduzidos para unidades — mL ou g. Portanto, dedaenérica, para um volume de 1 litro de
calda, faz-se necessaria a adicao de uma quanidddengrediente ativo de cada herbicida,

cujos resultados obtidos sao:

Clomazone: 2.000 mL de produto — 400.000 mL dmag X=5 mL de produto/L dgua
X mL de produto — 1.000 mL de @&gu

MSMA: 3.000 mL de produto — 400.000 mL d&@@ X= 7,5 mL de produto/L agua
X mL de produto — 1.000 mL de @&gu

Diurom: 3.000 g de produto — 400.000 mlagea  X= 7,5 g de produto/L agua
X g de produto — 1.000 mL de agua

ApoOs estabelecida as doses para 1 litro de catdaegeu-se os calculos de diluicdo
do produto para ser adicionado em 30 mL de memutlera. A concentracéo de produto para
o tratamentan vitro, foi feita considerando-se os aspectos de cangparido-se em conta, a
Capacidade de Campo de 30% e 20 cm de profundidaee de atuacdo do herbicida) foi
estimado a quantidade (volume) de agua no solaGoAa (1 ha) x 0,2 m (profundidade) x

30% (capacidade de campo) = 600.000 L de agualoo so
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Portanto, a concentracao das doses para os prpdatssderando-se a recomendacao
do fabricante, ficou estabelecida em:

Clomazone: 2,0 L em 600.000 L de agua disponivesaio (em 1 hectarep 1:300.000
(concentracao)

MSMA: 3,0 L em 600.000 L de agua disponivel no gelm 1 hectare 1:200.000

Diuron: 3,0 kg em 600.000 L de agua disponivelaio ém 1 hectare® 1:200.000

Para o tratamento com o herbicida Clomazone ag@ds para atingir a concentracao
calculada foi realizada do seguinte modo: 12 dilmig¢5 mL do ingrediente ativo em 500 mL
de HO, 22 diluicdo - 5mL da solucdo da 12 diluicdo ed® BnL de HO. Levando em
consideracdo que os frascos possuem um meio liqggd@0 mL, a concentracdo do
tratamento de 1:300.000 como foi estabelecida iameente, ja foi adquirida com essas duas
diluicdes. Ao atingir a concentragao, injetou-gallda solucao final, dentro dos frascos com
as plantulas. O mesmo calculo e procedimento faeatizados para os demais herbicidas,
respeitando-se cada particularidade de suas coacées e quantidade de produto
recomendados.

Para evitar contaminacdo do meio de cultura e coesgemente um falso resultado
do tratamento, em todas as diluicbes foram utifizadidrarias e a4gua destilada, ambos
autoclavados, com manuseio feito em camara de flawonar. Como os herbicidas néo
podem sofrer autoclavagem para ndo perderem stmseardsticas, a injecdo dos herbicidas
no meio de cultura foi feita utilizando-se seringatereis acopladas a filtros também estéreis,
formados por uma membrana interna com tamanho de g 0,22um, ndo permitindo a
passagem de microorganismos. Com o uso desses fitr alcancado 0% de contaminacéo
do meio de cultura.

Foi utilizado 1 vidro para cada tratamento, de deaom o esquema fatorial: 3x3x4
(variedade x herbicida x dose), com 10 repeticada.c

Apés cada tratamento, os frascos voltaram paralaa dm ambiente controlado,
permanecendo até o fim das avaliacdes.

As caracteristicas avaliadas foram: o niumero diélhpes, o grau de injdria (sintoma
de fitotoxicidade) e peso seco das plantulas, iagds deram-se em 7, 14 e 21 dias apos o
tratamento (DAT), com excec¢ao do peso seco quigusddoi apenas aos 21 dias.

Para as notas dos sintomas de fitotoxicidade, @ltaafies sucederam empregando-se
notas em uma escala de 1 a 5, onde a nota 1 comddapa nenhuma injdria causada pelo
tratamento (0% de sintomas visuais causados pataniento, como amarelecimento ou

branquiamento), nota 2 (cerca de 25% de folhassiotomas visuais de danos), nota 3 (cerca
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de 50% de danos visuais), nota 4 (cerca de 75%adesdnas folhas) e nota 5 (100% da
plantula com danos visuais ou a morte devido artnahto).
A avaliacdo do peso de matéria seca realizou-se2dodias ap0s o tratamento,

utilizando uma estufa de circulacédo forcada de@ ?C até ser obtido peso constante.

3.3 Experimentoex vitro

Para o experimentex vitrg apds o estagio de enraizameimitro, as plantulas das
variedades deana-de-acUcar: RB951541, RB966928, RB98710 e 3B¥Y®9-e os clones:
RB969017 e RB979088 foram repicados em copinhogpléstico de 300 ml, contendo
substrato de areia + torta de filtro, foi colocamaa muda em cada copo e identificada por
palitos de madeira, descrevendo através de codigeariedade e o tipo de tratamento que
sofreria. Esta etapa é denominada fase de aclifmatggando ocorre transicdo da condicao
heterotréfica para autotréfica. O principal objetimeste estagio € diminuir ao méximo as
perdas que ocorrem, principalmente pela desidratdg& tecidos da microplanta, sendo a
irrigacéo feita diariamente para evitar tal proldems mudas foram dispostas sobre um
telado, por um periodo de 15 dias, para controlatessidade luminosa, pois neste estagio a
microplanta ndo esta com sua capacidade fotogsm#rn sua total funcionalidade. Apos 15
dias sobre telado, as mudas foram para o viveirodpio, sendo submetidas as condi¢des
normais do ambiente, mantendo as irrigacdes didP@s finalizar a aclimatacdo, as mudas
permaneceram no viveiro primario por 35 dias, adeeseceber o tratamento, totalizando 50
dias de aclimatacdo antes da aplicacdo dos heabicid

O experimento consistiu em blocos inteiramente alasados com o0 esquema 5x6x4
(herbicida x variedade x dose) com 10 repeticoda.ca

Os herbicidas utilizados foram: clomazone; MSMAjrdn; hexazinona + diuron e
2,4-D.

As doses 1 utilizadas, conforme a recomendacaaltacénte, foram: clomazone: 1,0
kg i.a./ha; 2,4-D: 1,62 kg i.a./ha; MSMA: 2,47 ke.iha; diuron: 2,4 kg i.a./ha e
hexazinona+diuron: 0,264 + 0,936 kg i.a./ha. Seadose 2, o dobro da dose 1 e a dose 3 0
triplo da dose 1.

A aplicagao foi feita utilizando um pulverizadorstal, pressurizado por Q@ uma
pressdo de trabalho de 30 Ib hohcoplado a uma Unica ponta de pulverizacdo ctontijzo
plano. As caixas foram colocadas em fileiras adgabde luz direta e vento, para nao

interferir na aplicagao.
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As avaliacdes foram feitas aos 7 dias ap0s ontexito (DAT), 14 DAT e 21 DAT,
sendo avaliados o numero de perfilhos, notas ddemsas de fitotoxicidade e tamanho da
planta.

Para a caracteristica notas para os sintomasotiexfitidade, as avaliacoes sucederam
empregando-se notas em uma escala de 1 a 5, arata & correspondia a nenhuma injaria
causada pelo tratamento (0% de sintomas visuaisadas pelo tratamento, como
amarelecimento ou branquiamento), nota 2 (cerczbée de folhas com sintomas visuais de
danos), nota 3 (cerca de 50% de danos visuaig,hlterca de 75% de danos nas folhas) e
nota 5 (100% da planta com danos visuais ou a rdektielo o tratamento).

Para medir o tamanho, utilizou-se uma régua, ndedda base até a primeira ligula
visivel da planta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram conduzidos em delineamertramente casualizado. O
programa estatistico utilizado foi o SISVAR - Sistepara analise de variancia para dados
balanceados (FERREIRA, 1992).

Para discriminar a melhor data de avaliacdo dagtisticas dos ensaios, utilizou os
dados do coeficiente de variagdo. Portanto pargsardo niumero de perfilhos e das notas dos
sintomas de fitotoxicidade, no experimemtwitro, 0 menor resultado do CV% para ambas as
caracteristicas foram aos 21 DAT, apresentand@loses de 28,77 e 24,39 respectivamente.

Para o experimentex vitro, em funcdo do mesmo critério, a melhor época de
avaliacéo foi 21 dias ap0ds o tratamento, como perxentan vitro, utilizando as notas dos

sintomas de fitotoxicidade apresentando CV de 22,37

4.1 Experimentoin vitro

Para identificar a significancia da interacéo falajvariedade x herbicida e herbicida
x dose) foi aplicado o teste F na analise da veidapara todas as caracteristicas avaliadas.
FERREIRA et al. (2010) que trabalhou com toleranigavariedades a herbicidas com mudas
oriundas de biofabrica, também aplicou o teste Famalise da variancia, identificando a
significancia da interacéo fatorial (herbicidasarigdades) para todas as varidveis avaliadas,
assim os efeitos isolados dos fatores foram degmasios e analisaram-se detalhadamente
as interacdes entre eles.

No experimentan vitro as interagdes variedade x herbicida e herbicidiase, aos 21
dias, na andlise das caracteristicas notas dasrsistde fitotoxicidade, nimero de perfilhos e
peso da matéria seca, foram significativas quamslanéadias das caracteristicas foram

submetidas ao teste de Tukey a 5% de signific§maiaelas 1, 2 e 3).
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TAEELL OE ENALISE DE VARIENCIR

FV L 54 ™ Fo PBr>Fc
Variedade 2 21.538885 10.Te5444 dc.gd2 0_0000
Herbicida 54_10555¢ 47 052778 160.120 00000
Dosze 204 _355555¢ of 318515 232.487 0_0000
Variedade*Herbicida 12.B27778 3.20E544 10.513 0.0000
Herbicida*Dose 32.234444 5.3Bz2407 18.31¢ O_0O000
EIIo 342 100500000 0. 2538e0

o Ga R

Iotal corrigido 355 488 222222
CV (%) = 24 .33

-

Media geral: 2 2232223 Himero de observagdes: 20

Tabela 1. Andlise de variancia da caracteristidcasndos sintomas de fitotoxicidade aos 21
DAT, no experimentan vitro.

TAEELL DE RNALISE DE VARIENCIR

FV L 5 M Fc Pr>Fc
401838883 200.915444 23.476 0.0000
1118 _Z8BEES 555 .144444 65_331 0.0000
378.786elll 126262037 14.753 0.0000
0
0

Variedade
Herkbicida
Dose

2552

18594

Variedade*Herbicida 45 481111 11.365278 1.328
Herbicida*Dose T5_ 222222 12 . 537037 1_4€5
erro 342 2327 . 0eeee"T B_S5B8ET4

Total corrigido 355 4346 . £638E5

Ty s 3 R R

CV %) = ZB_TT
Média geral: 10.1834444 Mimero de observagdes: 30

Tabela 2. Analise de variancia da caracteristicmand de perfilhos aos 21 DAT, no
experimentan vitro
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TAEELL [E RNALISE DE VARIANCIR

Fv L =14 o Fo: Pr>Fc
Variedade z 0.807271 0_453€35 3T8_0Z5 O_0000
Herbicida Z 0.450871 0225335 187.7Tr7 0.0000
Doze 3 0.10E553& 0_.035173 239_.315 ©_0000
Veriedade*Herbicida 4 0.358325 0.0BS5B1 T4_&50 0.0000
Herbicida*Dose 3 0. 00EB3E 0.001135 0_.545 0_4557
Brro 342 0.41040% 0.001200

Total corrigido 353 2233043

Cv (%) = g.33

Média geral: 0_4153854 Himern de observagdes: 3&0

Tabela 3. Analise de variancia da caracteristica pe matéria seca, no experimantwitro

Em relacéo a classificacdo das notas dos sintomd#adoxicidade (1, 2, 3, 4, 5)
foram estabelecidas conforme apresentado na segudmdiguras de 7 a 15, considerando
cada tratamento: herbicida + variedade (como enmumantratamento ndo houve plantulas
com 100% de folhas com danos visuais ou plantulaigasy ndo foram obtidas imagens da

nota 5):

- Herbicida Clomazone + Variedade RB951541

Figura 7. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apresaiméomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injaria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de inpid.
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- Herbicida MSMA + Variedade RB951541

Figura 8. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apresaimtomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de irpid.

- Herbicida Diuron + Variedade RB951541

Figura 9. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apresaiméomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de inpid.

- Herbicida Clomazone + Variedade SP79-1011

Figura 10. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apressitttomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de inpid.
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Figura 11. (A) nota 1 — sem injdria — ndo apressittomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de inpid.

- Herbicida Diuron + Variedade SP79-1011

Figura 12. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apressitttomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de inpid.

- Herbicida Clomazone + Variedade RB966928

Figura 13. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apressitttomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de inpiy.
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- Herbicida MSMA + Variedade RB966928

— =

Figura 14. (A) nota 1 — sem injdria — ndo apressittomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de irpid.

- Herbicida Diuron + Variedade RB966928

E.', = ; | ‘-’ —
A T e . g _
e —— e S 2 -
o e E e _—
1 - g ~ : ;

Figura 15. (A) nota 1 — sem injuria — ndo apresesittomas de fitotoxicidade; (B) nota de
injuria 2; (C) nota de injuria 3; (D) nota de irpid.

4.1.1 Tolerancia ao Herbicida Clomazone

Aos 21 DAT para o tratamento com o herbicida clomnaz de acordo com as notas
dos sintomas de fitotoxicidade, todas as dosesrdifie entre si e entre a testemunha (Figura
16). Como a dose 1 ja manifestou diferenca sigatifia em relacdo a testemunha, a
utilizacdo desta dose, mostra-se eficiente paralexancia ao herbicida clomazone. O
experimentan vitro conseguiu discriminar as variedades através decteaifstica notas dos
sintomas de fitotoxicidade, mostrando que a vadedaB951541 diferiu das demais com
maior média de notas sendo a menos tolerantetamiato com este herbicida. A RB966928
apresentou a menor média da nota de fitotoxicidadeacterizando-a como tolerante ao
tratamento, a variedade SP79-1011 nédo diferiu da6B®&8 demonstrando também uma
tolerancia ao tratamento (Figura 17).
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Figura 16 Média do desdobramento das doses em relacdo aciti@arGlomazone na analise
de variancia das notas dos sintomas de fitotoxieidaos 21 dias ap0s o tratamento de

variedades de cana-de-acucar no sistemaitro. Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX aé® probabilidade.

W Dose 3

Meédias das Notag dog Sintomas de
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Meédias das Notas dos Sintomas de

RB 4851541 SP791011 RB 966928
Figura 17. Média das notas de sintomas de fitotaite aos 21 dias de variedades de cana-
de-acucar no sistema vitro submetidas a aplicacdo do herbicida Clomazone. ddécthm
letra seguida do mesmo numero nao diferem entrpek teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para a caracteristica nimero de perfilhos no terémcom o herbicida clomazone, as
doses diferiram da testemunha, porém néo difergnaime si (Figura 18), sendo que as plantas
tratadas com o herbicida apresentaram menor nudeeperfilhos em relagdo a testemunha,

sendo a dose 1 suficiente para a distingdo dasdzates .
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M Testemunha
12,5 al Dose 1
al W Dose 2

W Dose 3

Media do n® deperfilhos

11

Clomazone

Figura 18. Média do desdobramento das doses egécet herbicida Clomazone na anélise
de variancia do numero de perfilhos aos 21 dias aptbatamento de variedades de cana-de-
acucar no sistema vitro. Colunas com letra seguida do mesmo numero naredifentre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A variedade SP79-1011 apresentou menor numero nudiperfilhos, a variedade
RB966928 a maior média de perfilhamento sendo a tokirante ao tratamento e a variedade
RB951541 néo diferiu das demais variedades nontexito com o herbicida clomazone
(Figura 19).

W Testemunha
Dosel

mDose 2

MDose 3

Meédiadon® deperfilhos

RB 851541 SP791011 RB 966928

Figura 19 Média do numero de perfilhos aos 21 dias de vadieslale cana-de-aglcar no
sisteman vitro submetidas a aplicagédo do herbicida Clomazone. adétim letra seguida do
mesmo numero nao diferem entre si pelo teste deylalb% de probabilidade.

A caracteristica peso de matéria seca foi significena interacdo dose x herbicida,
podendo-se observar que a dose 2 nao diferiu daaisl€Figura 20), sendo que as plantas
submetidas a dose 1 ja demonstraram diferencafisgyiia da testemunha. A variedade
RB951541 diferiu das demais com o0 menor peso deriaaseca, apresentando maior
sensibilidade ao tratamento com o herbicida clomaz@ variedade SP79-1011 apresentou

significativamente maior peso de matéria seca quiemais variedades (Figura 21).
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Figura 20 Média do desdobramento das doses em relacéo acitiarBlomazone na analise
de variancia do peso de matéria seca aos 21 diasoafpatamento de variedades de cana-de-
acucar no sistema vitro. Colunas com letra seguida do mesmo namero nécedifentre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RB951541 SP791011 RB 966928

Figura 21. Média do peso de matéria seca aos Zlapids o tratamento de variedades de
cana-de-agucar no sistenmavitro submetidas a aplicacdo do herbicida Clomazone. adédi
com letra seguida do mesmo numero ndo diferem emtpelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para o herbicida clomazone houve uma coincidén@acomportamento das
variedades nas caracteristicas peso de matériaesaota dos sintomas de fitotoxicidade,
sendo que a variedade RB951541 comportou-se camenas tolerante e a SP79-1011 como

a mais tolerante.

4.1.2 Tolerancia ao Herbicida MSMA

Os resultados mostram que nas notas dos sintomdgotixicidade, as plantas

tratadas com as doses do herbicida, diferiram starteinha (Figura 22), mostrando efeito do
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herbicida sobre as 3 variedades, entretanto, sedeales RB951541, RB966928 e SP79-1011
foram afetadas pelo herbicida de forma semelhaehavendo diferengca de comportamento

entre elas (Figura 23).
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b2
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mDose 2
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1,000 4 M Dose 3
0,500 -
0,000

MSMA

Figura 22.Média do desdobramento das doses em relacdo aciti@er®SMA na andlise de
variancia das notas dos sintomas de fitotoxicidade 21 dias apdés o tratamento de
variedades de cana-de-agucar no sistémsitro. Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX @® probabilidade.

Meédias das Notas dos Sintomas de
Fitotoxicidade

W Testemunha
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RB951541 SP791011 RB 966928

Figura 23. Média das notas de sintomas de fitottaite aos 21 dias de variedades de cana-
de-acucar no sistema vitro submetidas a aplicacéo do herbicida MSMA. Médian tira
seguida do mesmo numero nao diferem entre si psle tle Tukey a 5% de probabilidade.

Para a caracteristica numero de perfilhos no textéancom o herbicida MSMA, nao
houve diferenca significativa entre as doses agdisae a testemunha (Figura 24), ou seja, 0
perfilhamento nas plantas néo foi afetado com @agio do herbicida. O resultado mostrou
que a variedade RB951541 ndo diferiu da variedd®i94.011, com a menor média de
perfilhamento. A RB966928 apresentou maior médipeatélhos (Figura 25).
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MSIA

Figura 24.Média do desdobramento das doses em relagéo aciti@arMSMA na analise de
variancia do numero de perfilhos aos 21dias ap@matamento de variedades de cana-de-
acucar no sistemia vitro. Colunas com letra seguida do mesmo numero nacedifentre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RB 951541 SP791011 RBO966928
Figura 25. Média do numero de perfilhos aos 21 dms/ariedades de cana-de-agucar no
sistemain vitro submetidas a aplicagdo do herbicida MSMA. Médias ¢etra seguida do
mesmo numero nao diferem entre si pelo teste deylallb% de probabilidade.

Na caracteristica peso da matéria seca, nenhumdodas diferiu entre si, porém
diferiram da testemunha (Figura 26). As varieda@B951541 e SP79-1011 n&o diferiram
entre si na caracteristica PMS, sendo a RB966928die das demais apresentando maior
PMS (Figura 27).
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Figura 26. Média do desdobramento das doses egéicei herbicida MSMA na analise de
variancia do peso de matéria seca aos 21 diasapasamento de variedades de cana-de-
acucar no sistemia vitro. Colunas com letra seguida do mesmo numero nécedif entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 27.Média do peso de matéria seca aos 21 dias ap&@amento de variedades de
cana-de-agucar no sistemmavitro submetidas a aplicacdo do herbicida MSMA. Médian co
letra seguida do mesmo numero nao diferem entrpek teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para o herbicida MSMA, a caracteristica peso daémaaseca demonstrou maior
eficiéncia para distincdo de tolerancia de variedatke cana-de-acucar.

4.1.3 Tolerancia ao Herbicida Diuron

Nas analises dos resultados do efeito de dosesod@ebicida diuron, mostrados nas
figuras 28, 29 e 30, houve efeito significativodieses para as trés caracteristicas analisadas,
de acordo com o grafico pode-se observar que a Hdee suficiente para a distingdo da
testemunha.
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Figura 28. Média do desdobramento das doses egéioet herbicida Diuron na andlise de
variancia do namero de perfilhos aos 21 dias aptatamento de variedades de cana-de-
acucar no sistemia vitro. Colunas com letra seguida do mesmo numero naecedif entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 29. Média do desdobramento das doses egé@ioet herbicida Diuron na andlise de
varidncia das notas dos sintomas de fitotoxicidade 21 dias apds o tratamento de
variedades de cana-de-acucar no sist@muitro. Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX aé& probabilidade.
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Figura 30. Média do desdobramento das doses egécet herbicida Diuron na andlise de
variancia do peso de matéria seca aos 21 diasapa@samento de variedades de cana-de-
acucar no sistemia vitro. Colunas com letra seguida do mesmo numero nacedif entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Médiado peso de matéria seca (g)
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Na analise da caracteristica notas dos sintomd#odexicidade para o tratamento
com diuron, a RB966928 apresentou menos sintondsdiferindo da SP79-1011 (Figura
31).
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Figura 31. Média das notas de sintomas de fitoldaxde aos 21 dias de variedades de cana-
de-aclcar no sistema vitro submetidas a aplicagdo do herbicida Diuron. Médaams letra
seguida do mesmo numero nao diferem entre si pste tle Tukey a 5% de probabilidade.

Na analise de variedades para o efeito do herbitiidan na caracteristica nimero de
perfilhos a variedade SP79-1011 diferiu das dermagigsentando menor niamero de perfilhos,

indicando menor tolerancia ao diuron (Figura 32).

M Testemunha
Dose 1
W Dose 2

MW Dose 3

Meédia don® de perfilhos

RE 951541 SP791011 RB 966928

Figura 32. Média do numero de perfilhos aos 21 dmsariedades de cana-de-agucar no
sistemain vitro submetidas a aplicacdo do herbicida Diuron. Méd@s letra seguida do
mesmo numero nao diferem entre si pelo teste deylalb% de probabilidade.

Para o peso de matéria seca (Figura 33), a RB96&p&&sentou maior peso, a
variedade RB951541 menor peso em relacdo as dearéeslades, sendo a mais sensivel ao

tratamento, tanto para a caracteristica notas idtmrgas de fitotoxicidade quanto para peso
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de matéria seca. Para o tratamento com o herldaidlan as variedades RB966928 e SP79-

1011 apresentaram maior tolerancia, em compara¢@®981541 com maior sensibilidade,

resultado semelhante ao apresentando com o hexloicichazone.
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Figura 33. Média do peso de matéria seca aos Alagids o tratamento de variedades de
cana-de-acucar no sistenmavitro submetidas a aplicacdo do herbicida Diuron. Médas
letra seguida do mesmo numero nao diferem entrpekl teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

4.2 Experimentoex vitro

Para o experimentex vitrg todas as interacoes variedade x herbicida e dieabk

dose, aos 21 dias, na analise das caracteristitas tos sintomas de fitotoxicidade, niUmero

de perfilhos e altura foram significativas quandonaédias foram submetidas ao teste F

(Tabelas 4, 5 e 6).

Fv L 50 o
Variedade 5 8_ETEEeT 1.715333
Herbicida 4 133291667 48 322317 24
Dose 3 ZE51_1T€E&T 883 725556 455
Variedade*Herbicids Z0 14_858333 0.734517
Herbicida*Dose 1z 24_243333 T.854028 4
Brro 1155 Z223. 325000 0_1%3874

Total corrigido 1133 3185516667

CV (%) = 1237

Média geral: 3_5523333 Nimero de observacdes:

Fc Prs>Fc

2_B848 0._0000
5_248 0_0000
B.23e 0_0000
3.751 0.0000
0_.511 0._0000

1200

Tabela 4. Andlise de variancia da caracteristidcasndos sintomas de fitotoxicidade aos 21

DAT, no experiment@x vitro.
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TABELZ DE BNALISE DE VARIENCIA

v GL =1e] e .8 Fc Pe>¥Fc
Variedade = 258434167 Sl.838833 48.578 0.0000
Herbicida 4 121 _eB3333 30420833 2g_584 0_0000
Dose 3 2544535833 248 178611 T36.5371 0.0000
Variedade*Herbicida 20 S0_TTeca7 4.532833 4285 0_0000
Herbicida*Dose 1z 132 278687 11.023058 10.358 00000
BXro 115L 1225 212500 1.064253

Total corrigido 11595 4378979167

cV: (&) = T2._.47

Media geral: 1.4041687 Himero de ocbservagdes: 1200

Tabela 5. Andlise de variancia da caracteristicnend de perfilhos aos 21 DAT, no
experimentaex vitro.

TAEELL OE RNALISE OE VRRIANCIZ

Fv =L 50 o) Fc  DPr>Fc
Veriedade 5 1653 0331&7 330.e07833 &5_574 0_0000
Herbicida 4 Se80. 234583 1420 _058e48 ZB1_8e0 D_0000
Dose 3 10880.551687 3e26 _B50556 T15_3&3 0.0000
Variedade*Herbicida £0 TE4_ 875417 35 _ 233771 T.T8Z D.0000
Herbicida*Dose 1z 2166 258750 180 _.5215&3 35_805 0O.0000
Erro 1155 BBZ3.ZZT083 5041755

Total corrigido 1153 28387 _9BE6ET

cv (R} = 4570

Média geral: 4.3133333 Humero de observagdes: 1200

Tabela 6. Analise de variancia da caracteristitaaabhos 21 DAT, no experimerga Vvitro.

Como dito anteriormente em material e métodosa @alavaliagdo das notas dos
sintomas de fitotoxicidade, foram utilizadas n@asuma escala de 1 a 5. As escalas da nota
seguiram-se os padrbes de acordo com as Figuas884
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Para o herbicida Clomazone:

Figura 34. Sequéncia de notas do grau de injugeatemas de fitotoxicidade, causado pelo
tratamento com o herbicida Clomazone.

Para o herbicida Diuron

Figura 35. Sequéncia de notas do grau de injusetemas de fitotoxicidade, causado pelo
tratamento com o herbicida Diuron.
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Para o herbicida MSMA:

Figura 36. Sequéncia de notas do grau de injugeatemas de fitotoxicidade, causado pelo
tratamento com o herbicida MSMA.

Para o herbicida Hexazinona + Diuron:

Figura 37. Sequéncia de notas do grau de injugeatemas de fitotoxicidade, causado pelo
tratamento com o herbicida Hexazinona + Diuron
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Para o herbicida 2,4-D

Figura 38. Sequéncia de notas do grau de injugeatemas de fitotoxicidade, causado pelo
tratamento com o herbicida 2,4-D

4.2.1 Tolerancia ao Herbicida Clomazone

Para os resultados do herbicida clomazone nasag@iak das caracteristicas nimero
de perfilhos, notas dos sintomas de fitotoxicidaglealtura, aos 21 DAT, as doses
distinguiram-se significativamente da testemunkagds suficiente a dose 1 para diferenciar

as variedades (Figuras 39, 40 e 41).
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Media dag Notas dog Smtomas de
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Clomazore

Figura 39. Média do desdobramento das doses egéoeto herbicida Clomazone na analise
de variancia das notas dos sintomas de fitotoxieidaos 21 dias ap6s o tratamento de
variedades de cana-de-aclUcar no sistemaitra Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX aé& probabilidade.
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Figura 40. Média do desdobramento das doses egéoeto herbicida Clomazone na analise
de variancia do numero de perfilhos aos 21 dias apdatamento de variedades de cana-de-
acucar no sistemex vitra Colunas com letra seguida do mesmo nimero nécedif entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 41. Média do desdobramento das doses egéoet herbicida Clomazone na analise
de variancia da altura aos 21 dias apos o tratamdmtvariedades de cana-de-acucar em
condi¢desex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero n&oedif entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliando-se as notas de sintomas de fitotoxicidéieigura 42), aos 21 DAT a
variedade RB951541 diferiu de todas as demais sandwis sensivel ao tratamento, as
variedades e clones n&o diferiram entre si, aptaséa maior tolerancia. Em relacéo a
caracteristica numero de perfilhos (Figura 43),eolmsi-se maior tolerancia da variedade
RB98710, distinguindo-a das demais. A variedaded3B91 apresentou maior sensibilidade
ao tratamento com o herbicida clomazone, tendoridcoa morte das plantas submetidas a
todas as doses. Para a caracteristica altura @&dades/clones RB979088, RB98710,
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RB966928 e SP79011 nao diferiram entre si, aprasdatos maiores valores de altura de
plantas, a que apresentou menor altura foi a RBEHliualmente como nas outras

caracteristicas, foi a mais suscetivel ao tratamn@hgura 44).

W Testemunha
Dosel
W Dose 2

W Dose 3

Meédia das Notas dos Sintomas de
Fitotoxicidade

Figura 42. Média das notas de sintomas de fitotaite aos 21 dias de variedades de cana-
de-acucar em condi¢cfeg vitrosubmetidas a aplicacdo do herbicida Clomazone. adétim
letra seguida do mesmo numero nao diferem entrpek teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

W Testemunha
Dose 1
M Dcse 2

al W Dose 3

Mediadon® de pefilhos
(3=

Figura 43. Média do namero de perfilhos aos 21 dewariedades de cana-de-aclcar em
condi¢cdesex vitrosubmetidas a aplicacdo do herbicida Clomazone. adéxtim letra seguida
do mesmo numero ndo diferem entre si pelo tesfaikey a 5% de probabilidade.
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Figura 44. Média da altura (cm) aos 21 dias desdades de cana-de-agucar em condie&es
vitro submetidas a aplicacdo do herbicida Clomazone. &déchm letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX a® probabilidade.

Pode-se constatar que para o tratamento com oclierbilomazone, com plantas
micropropagadas, na fase de aclimatacéao, a vageldB@51541 diferiu das demais como a
mais sensivel ao herbicida e a que se destacou im@isdolerante em todas as caracteristicas
foi a RB98710 seguida das variedades/clones RBB/B966928 e SP79011.

FERREIRA et al. (2010) em experimento utilizando dami de cana-de-acucar
micropropagadas na fase de aclimatacao tambénmgligii variedades, sendo que a SP87-
344 foi a mais sensivel a aplicacdo de herbicigagjcularmente ao herbicida clomazone,
através dos menores valores de altura de plantas.

NEGRISOLI et al. (2004) constatou que os herbidldenazone, aplicado em doses
representativas as utilizadas comercialmente, dlgtiso a cana-de-acucar RB855113, nao

afetando seu crescimento e sua produtividade atéadpds aplicacao.
4.2.2 Tolerancia ao Herbicida MSMA
Os resultados com o herbicida MSM¥ vitrg para as caracteristicas de namero de

perfilhos, notas de sintomas de fitotoxicidadetaral a dose 1 em todas as caracteristicas

diferiu da testemunha (Figuras 45, 46 e 47).
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Figura 45. Média do desdobramento das doses egéicei herbicida MSMA na analise de
variancia das notas dos sintomas de fitotoxicidade 21 dias apdés o tratamento de

variedades de cana-de-acUcar no sistemaitra Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX aé® probabilidade.
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Figura 46 Média do desdobramento das doses em relacdo acitiertSMA na anélise de
variancia do namero de perfilhos aos 21 dias aptatamento de variedades de cana-de-
acucar no sistemex vitra Colunas com letra seguida do mesmo nimero nécedif entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 47. Média do desdobramento das doses egéicei herbicida MSMA na analise de
variancia da altura aos 21 dias apdés o tratameatwatdiedades de cana-de-aglcar em
condi¢cdesex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero n&oedif entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Analisando o comportamento das notas dos sintomas fitdtoxicidade, as
variedades/clones: RB979088, RB98710, RB966928,6R887 e RB951541 né&o diferiram
entre si, apresentando os maiores sintomas dexitacdade. A SP79-1011 apresentou 0s
menores sintomas, sendo a mais tolerante ao tratarffégura 48).

As variedades caracterizadas de sensiveis ao @atarpor apresentar alta média de
notas na analise dos sintomas de fitotoxicidadeesmmo assim tiveram um alto numero de
perfilhos, segundo FERREIRAt al (2010) que avaliaram a caracteristica numero de
perfilhos, em plantas micropropagadas de canadeas submetidas a tratamentos com
herbicida para distinguir variedades tolerantefgto das plantas que sofreram danos devido
ao tratamento com herbicidas terem um alto numernpedfilhos, pode estar relacionado com
a ocorréncia de danos ou morte nos perfilhos prasée, consequentemente, estimulo a

emissao de grande numero de novos perfilhos.

2

%

[+~1

=

2

S

%z

wo

=3 B Testemunha

E{é ¥

2= Dose 1
1=}

A

m H Dose 2

= W Dose 2

=

=

S S o o 5 '\"-'K’Q
& L ® & |

Figura 48. Média das notas de sintomas de fitotdaie aos 21 dias de variedades de cana-
de-agucar em condi¢cdex vitro submetidas a aplicacdo do herbicida MSMA. Médias co
letra seguida do mesmo numero ndo diferem entrpek teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As variedades RB966928, RB98710 e SP79-1011 nédrdih entre si apresentando
maior numero de perfilnos e maior tolerancia atatn@nto. Devido a morte das plantas na
dose 3, o clone RB969017 apresentou menor médiaindero de perfilhos, destacando-se

das demais como 0 mais sensivel ao tratamentoré=§).
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Figura 49.Média do numero de perfilhos aos 21 dias de valieslale cana-de-acucar em
condicbesex vitrosubmetidas a aplicacado do herbicida MSMA. Médian taira seguida do
mesmo numero nao diferem entre si pelo teste deylalb% de probabilidade.

Na analise da altura das plantas submetidas tmiato com o herbicida MSMA
(Figura 50), a RB951541 apresentou menor tamanim diferindo da RB969017. A
RB979088 néo diferiu da RB966928 apresentando maéalia de altura, porém a RB966928
também néo diferiu da SP79-1011 enquadrando aeg€sagariedades como as mais tolerantes

de acordo com a caracteristica altura.
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Figura 50. Média da altura (cm) aos 21 dias deedades de cana-de-acucar em condiefes
vitro submetidas a aplicacdo do herbicida MSMA. Médias detra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX a® probabilidade.

Pode-se observar, que a variedade RB966928 apesqrelsentar os maiores valores

das notas de sintomas de fitotoxicidade, distisguino namero de perfilhos e altura,
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mostrando que o tratamento com o herbicida reseitosintomas visuais, porém nao alterou
as demais caracteristicas avaliadas, com issonmsidizer que a RB966928 e a SP79-1011
foram as que mais destacaram-se na tolerancia dmcida MSMA. A RB969017 e a
RB951541 foram as variedades que mostraram marwilsédade ao tratamento com o
herbicida na fase de aclimatacdo. Os sintomas isisaeasionados pelo herbicida MSMA
podem ter ocorrido devido a falta de clorofilagje no trabalho de FERREIRA et al. (2010)
foi observado que na variedade SP80-3280 o tratanvexm o herbicida MSMA, ocasionou

forte diminuicdo no teor de clorofila.

4.2.3 Tolerancia ao Herbicida Diuron e Hexazinona Piuron

No experimentaex vitro realizado com os herbicidas diuron e hexazinormkuton,
todas as variedades analisadas foram altamenté/eisna esses herbicidas, resultando na
morte de todas as plantas aos 21 DAT, em todass&s dlo tratamento (Figuras 51, 52, 53,
54, 55 e 56).

No estudo de FERREIRAt al (2010), a aplicacdo de diuron + hexazinone sobre
SP80-3280 resultou na mais expressiva inibicdaegcitmento dentre as variedades, com 0s
menores indices de altura e biomassa.

Esse acontecimento pode ter sucedido devido ataplamcropropagadas de cana-de-
acucar, ainda estarem na fase de aclimatacéo.-sBatpge as plantas vitro possuem um
aparelho fotossintético ineficiente, além de redugi® numero de estbmatos e mal
funcionamento no mecanismo de abertura e fechamstimatico (BAKER, 1974; SUTTER
& LANGHANS, 1980), a fase de aclimatacdo é essérpaga a recuperacdo gradativa do
funcionamento do aparato fotossintético, antes @oativo. Tanto o diuron quanto o
hexazinona + diuron, sdo herbicidas com mecanisen@gdio de inibicdo da fotossintese
(CHRISTOFFOLETI, 1997), portanto, quando as plantasropropagadas na fase de
aclimatacao, foram submetidas a aplicacdo desgégcidas, ndo resistiram em nenhuma

dose.
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Figura 51. Média do desdobramento das doses egéicel herbicida Diuron na andlise de
variancia do numero de perfilhos aos 21 dias aptratamento de variedades de cana-de-
acucar no sistemex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero nacedifentre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 52. Média do desdobramento das doses egéiceld herbicida Diuron na andlise de
variancia das notas dos sintomas de fitotoxicidade 21 dias apés o tratamento de

variedades de cana-de-acucar no sistemaitra Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX a® probabilidade.
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Figura 53. Média do desdobramento das doses egéoet herbicida Diuron na andlise de
variancia da altura aos 21 dias apos o tratameetvaliedades de cana-de-acucar em
condi¢cdesex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero n&oedif entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 54. Média do desdobramento das doses egéoetn herbicida Hexazinona + Diuron
na analise de variancia do numero de perfilhoaatias apds o tratamento de variedades de
cana-de-acucar no sistemavitra Colunas com letra seguida do mesmo numero nacedif
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 55. Média do desdobramento das doses egéoet herbicida Hexazinona + Diuron
na analise de variancia das notas dos sintomasottexicidade aos 21 dias apos o tratamento
de variedades de cana-de-acucar no sisemdtra Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX a® probabilidade.
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Figura 56. Média do desdobramento das doses egéceto herbicida Hexazinona + Diuron
na andalise de variancia da altura aos 21 dias apéatamento de variedades de cana-de-
acucar em condi¢coex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero nécedifentre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.2.3 Tolerancia ao Herbicida 2,4-D

As avaliacdes das caracteristicas de variedadgdadtas micropropagadas de cana-
de-acucar, observando a tolerancia ao herbicid® 2mostrou que para distinguir as plantas
tratadas das nao tratadas, a dose 1 ja foi suficpara todas as caracteristicas avaliadas aos
21 DAT (Figuras 57, 58 e 59).
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Figura 57. Média do desdobramento das doses egéceko herbicida 2,4-D na andlise de
variancia das notas dos sintomas de fitotoxicidade 21 dias apdés o tratamento de
variedades de cana-de-acgucar no sistemaitra Colunas com letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX a® probabilidade.
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Figura 58. Média do desdobramento das doses egéceko herbicida 2,4-D na andlise de
variancia do numero de perfilhos aos 21 dias aptratamento de variedades de cana-de-

acucar no sistemex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero nacedifentre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

84



12 -

10

[#]

M Testemunha
Cose 1

W Cose 2

Meédia da Altura (cm)
[}

HCose 3

2,4-D

Figura 59. Média do desdobramento das doses egéceko herbicida 2,4-D na andlise de
variancia da altura aos 21 dias apos o tratameetvaliedades de cana-de-acucar em
condi¢cdesex vitra Colunas com letra seguida do mesmo numero n&oedif entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a caracteristica sintomas de fitotoxicidadsiyracomo na avaliagdo do nimero
de perfilhos as variedades/clones RB98710 e SPT®-fidfam as que apresentaram maior
tolerancia distinguindo-se das demais. As variesld®iB979088, RB966928, RB969017 e
RB951541 foram as mais sensiveis ao 2,4-D (Figdya 6
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Figura 60. Média das notas de sintomas de fitotaite aos 21 dias de variedades de cana-
de-acucar em condi¢cdex vitro submetidas a aplicacdo do herbicida 2,4 - D. Médaas
letra seguida do mesmo numero nao diferem entrpekl teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O resultado para o numero de perfilhos evidencismasdades RB98710 e SP79-1011
como as mais tolerantes ao tratamento, as varisttdmees RB979088, RB966928,
RB969017 e RB951541 ndo diferiram entre si sendoas sensiveis (Figura 61).
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Figura 61. Média do namero de perfilhos aos 21 dmwvariedades de cana-de-agucar em
condi¢cdesex vitrosubmetidas a aplicacdo do herbicida 2,4 — D. Mézhas letra seguida do
mesmo numero nao diferem entre si pelo teste deylalb% de probabilidade.

Observando-se a altura das plantas, podemos weriic maior tolerancia das
variedades/clones RB979088, RB98710, RB966928 6-3PY1 apesar de ndo apresentarem
médias significativamente diferentes, essas vatesiae distinguiram da RB969017 e da
RB951541 que foram as mais sensiveis ao tratan(eigiora 62).
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Figura 62. Média da altura (cm) aos 21 dias deedades de cana-de-acucar em condiefes

vitro submetidas a aplicacdo do herbicida 2,4 - D. Méd@s letra seguida do mesmo
namero nao diferem entre si pelo teste de TukeX a® probabilidade.

Consequentemente pode-se indicar que para o exgedrex vitrg as variedades
RB98710 e SP79-1011 foram as mais tolerantes aagplh do herbicida 2,4-D. De forma
oposta, a RB969017 e a RB951541 apresentaram-sea®mais sensiveis.

86



No trabalho de FERREIRA et al (2010) em nenhuma7deariedades SP analisadas
foram observadas alta sensibilidade ao herbicdid?2,
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5. CONCLUSOES

5.1 Experimentoin vitro

Para a avaliacdo da tolerancia de variedades @dedsaacucar em cultivia vitro aos
herbicidas clomazone e diuron, as menores doskzadés 1,0 kg i.a./ha e 2,4 kg i.a./ha
respectivamente permitem a distincdo para as eaistatas notas de sintomas de
fitotoxicidade, niumero de perfilhos e peso da neatca.

Quanto ao herbicida MSMA essa distingdo de dosebsérvada na caracteristica
notas dos sintomas de fitotoxicidade e peso derraaeca.

A variedade RB951541 mostra-se a mais sensivelaem d todos os herbicidas em
todas as andlises.

Os resultados mostram a possibilidade da aplicafgssa metodologia para a
avaliacao precoce da tolerancia de clones e valésdde cana-de-acucar aos herbicidas.

As avaliacbes das caracteristicas peso da maéda e notas dos sintomas de
fitotoxicidade apresentam melhor eficiéncia padistingdo da tolerancia das variedades aos

tratamentos.

5.2 Experimentoex vitro

As avaliacbes do experimento com plantas microgagas de cana-de-aclcar,
submetidas a doses de herbicidas na fase de aati&ioatresultaram na indicagcéo de 21 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos (DAT) e da dakes herbicidas como os mais indicados
para a diferenciacéo das variedades/clones.

Para o tratamento com o herbicida clomazone, dsdamtes RB98710, RB979088,
RB966928 e SP79-1011 distinguiram-se como tolesaata variedade RB951541 como a
mais sensivel.

Em relacdo ao MSMA, as variedades RB966928 e SBI9-hostraram-se tolerantes
ao herbicida. O clone RB969017 e a variedade RB8bidram as que apresentaram maior
sensibilidade.

A metodologia proposta nas doses utilizadas n&eostrou eficiente para a selecéo de
variedades/clones de cana-de-acucar quanto artoler@os herbicidas diuron e hexazinona +

diuron, pois esses herbicidas causaram a mortela@ss em todas as doses.
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Na analise do tratamento com o herbicida 2,4-vasigdades RB98710 e SP79-1011
foram as mais tolerantes. Diferentemente, o cloB8GR017 e a variedade RB951541 foram
0S mais sensiveis.

A variedade RB951541 diferiu das demais variedadssdois experimentos, sendo a
mais sensivel sobre todos os aspectos e em todtmtamentos, as duas metodologias
detectaram a mesma sensibilidade dessa variedade.

O mesmo ocorreu na distincdo das variedades ttésraapesar do experimerg®
vitro ter mais variedades e herbicidas, o herbicida akume, que apresentou resultados
conclusivos em ambos o0s experimentos, indica queaasdades RB966928 e SP79-1011
seguindo as particularidades de cada experimeestachram-se tolerantes em ambos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
Como o presente trabalho apresentou metodologieasn maiores estudos precisam

ser desenvolvidos para consolidar as metodologiadifdrenciacéo precoce da tolerancia de

variedades de cana-de-acucar a herbicidas.
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