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RESUMO - Objetivou-se com este trabalho determinar a composigdo quimica da cera
epicuticular dos bidtipos de azevém (Lolium mudtiflorum) resistente e suscetivel ao glyphosate,
buscando relagoes entre suas caracteristicas e a resisténcia dos biétipos ao herbicida. A cera
epicuticular foi extraida e quantificada e os seus constituintes analisados por cromatografia
em fase gasosa, acoplada a espectrometro de massa (CG-EM). Para determinacao da
composicdo quimica, amostras de lamina foliar foram retiradas 30 dias apés a emergéncia
das plantas, coletando-se a primeira folha com ligula totalmente visivel. A quantidade de
cera epicuticular extraida néo diferiu entre os biotipos. Entre os compostos que constituem
a cera epicuticular, os alcoois sdo os mais abundantes, sendo representados por apenas um
composto: o hexacosan-1-ol (46,80% no bidtipo resistente e 52,20% no bidtipo suscetivel).
Ao comparar a polaridade da cera epicuticular dos bidtipos de azevém, constatou-se que
tanto no bidtipo resistente quanto no suscetivel a cera epicuticular apresentou mais de 50%
de componentes polares (alcoois e aldeidos) em sua constituicdo, sendo esse valor igual a
69,80% no bidtipo resistente e 64,94% no bidtipo suscetivel. Por meio da caracterizagao
apresentada, pode-se afirmar que existem pequenas diferengas na cera epicuticular dos
bidtipos de azevém resistente e suscetivel ao glyphosate; o bidtipo resistente apresentou
grau de polaridade pouco superior ao do bidtipo suscetivel, porém essa diferenca naoc pode
ser considerada marcante a ponto de determinar maior ou menor tolerancia de um biétipo ou
outro ao herbicida glyphosate.
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ABSTRACT - The objective of this work was to determine the chemical composition of epicuticular
wax of kalian ryegrass (Lolium multiflorum) biotypes resistant and susceptible to glyphosate,
searching for relationships between their characteristics and the resistance of the biotypes to the
product. The epicuticular wax was extracted and quantified, and its constituents analyzed by gas
chromatography, coupled to mass spectrometer (CG-EM). To determine the chemical composition,
leaf blade samples were obtained 30 days after plant emergence, the first leaf being collected with
totally visible ligule. The amount of epicuticular wax did not differ between the biotypes. Alcohols
are the most abundant among the compounds constituting the epiticular wax, represented by only
one compound, hexacosan-1-ol (46.80% in the resistant biotype and 52.20% in the susceptible).
When comparing the polarity of the epicuticular wax of the falian ryegrass biotypes, it was verified
that both in the resistant and susceptible biotypes, the epicuticular wax presented morethan 50%of
polar compounds (alcohols and aldehydes) in its constitution, with that value being equal to 69.80%
inthe resistant biotype and 64.94% in the susceptible. Thus, it can be stated that small differences
exist in the epicuticular wax of ftalian ryegrass biotypes resistant and susceptible to glyphosate.
The resistant biotype presented a slightly higher polarity degree than the susceptible biotype but
such difference cannot be considered sufficiently relevant to determine a greater or smallertolerance
of either bictype to glyphosate.
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INTRODUCAO

O azevém é uma planta anual, herbacea,
sendo considerada importante planta daninha
em culturas anuais e perenes naregiao Sul do
Brasil, porém pode ser controlada facilmente
(Roman et al., 2004; Vargas et al., 2005). Em
decorréncia do uso indiscriminado e repetitivo
do glyphosate para controle dessa planta dani-
nha na referida regidao, promoveu-se a selecao
de biotipos resistentes a esse herbicida (Vargas
et al., 2005), tornando o manejo extremamente
dificil. Com o intuito de buscar alternativas
para esse novo problema, foi necessario reali-
zar estudos basicos sobre a biologia, fisiologia,
quimica e capacidade competitiva entre esses
diferentes bidtipos de azevém suscetivel e
resistente ao glyphosate (Ferreira et al., 2006,
2008).

A penetracao de herbicidas pode ocorrer
nas plantas pelos orgéos aéreos, como folhas,
caules, flores e frutos, pelos érgaos subterra-
neos, como raizes, rizomas, tubérculos, e tam-
bém pelas sementes e, durante a germinacao
e a emergéncia, pela radicula e pelo cauliculo
(Silva et al., 2007). No entanto, sao as folhas o
principal érgao das plantas daninhas envolvido
na penetracao de herbicidas aplicados em pos-
emergéncia, pois a maior parte dos herbicidas
comercializados atualmente é aplicada em
pos-emergéncia (Procopio et al., 2003).

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

Dependendo da composicao e da polaridade
da cera e do herbicida, a cera epicuticular pode
se tornar uma barreira a penetracao de her-
bidas. A quantidade e a composicao da cera
epicuticular podem variar com a espécie, com
o cultivar e até mesmo dentro da mesma popu-
lacao. As diferencas dependem, também, das
condigdes climaticas e da fenologia da planta.
A cera epicuticular é uma mistura complexa
de diferentes compostos alifaticos. Normal-
mente, esses compostos contém séries homo-
logas de alcanos, alcoois (primarios e secun-
darios), aldeidos, acidos, cetonas, f-dicetonas
e ésteres (Bianchi & Bianchi, 1990).

Objetivou-se com este trabalho determi-
nar a composi¢ao quimica da cera epicuticular
dos bidtipos de azevém resistente e suscetivel
ao glyphosate.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camara
de crescimento com temperatura controlada
(entre 18 e 22 °C), em vasos contendo 200 mL
de substrato, composto de Argissolo Vermelho-
Amarelo adubado conforme analise de solo. Em
cada vaso foram semeadas dez sementes de
azevém, procedendo-se ao desbaste, mantendo
duas plantas por vaso. O delineamento experi-
mental foi o inteiramente casualizado, com
dez repeticoes de cada biotipo de azevém (re-
sistente e suscetivel ao glyphosate).

As folhas foram coletadas 30 dias apos a
emergéncia, e a cera epicuticular foi extraida
da primeira folha com ligula totalmente visivel,
utilizando-se a metodologia de Hamilton
(1995), com modificacdes. Para isso, uma folha
de cada repeticao foi introduzida, separada-
mente, em placa de Petri com 100 mL de
cloroférmio por 30 segundos, agitando-se
levemente. Esse procedimento foi realizado
cuidadosamente, para se evitar a ruptura dos
tecidos foliares e a consequiente liberacao dos
compostos celulares. Os extratos obtidos foram
filtrados com papel-filtro e transferidos para
um béquer, onde foram evaporados em banho-
maria, até reduzir o volume para, aproximada-
mente, 15 mL. Esta solugédo (cloroformio mais
cera) foi transferida para tubos de ensaio de
25 mL, de peso conhecido. O cloroformio foi
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evaporado em banho-maria, para obtencao do
residuo solido (cera). A quantificacao da cera
foi expressa pela massa de cera por unidade
de area foliar (mg cm™). Para determinacao
da area das folhas de cada cultivar, utilizada
para extracao da cera, foi usado aparelho
fotoelétrico de medi¢ao de area foliar (T Delta-T
Devices).

As analises quimicas foram realizadas no
Laboratério de Analise e Sintese de Agrogquimi-
cos, pertencente ao Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Vicosa. Cada amos-
tra foi submetida a analise em espectrometro
de infravermelho, registrado entre 4.000 e
500 cm.

As andlises cromatograficas foram rea-
lizadas em aparelho GC-MS PQ 5050A
(Shimadzu), utilizando-se coluna capilar DB-1
(30 m; 0,25 mm de diametro interno; filme de
0,25 um) e hélio como gas de arraste. A tempe-
ratura do injetor foi de 290 °C, com tempera-
tura inicial de 80 °C, por cinco minutos,
aumentando de 80 a 285 °C na razao de
4 °C min''. A temperatura final permaneceu
em 285 °C por 40 minutos. A temperatura do
detector foi de 290 °C, e a da interface do
sistema CG-EM, de 290 °C. O detector de mas-
sas operou com ionizac¢ao de chama por impac-
to de elétrons (70 ev) e varredura de massas
de 30 a 600 Da. Foi injetado 1 pL de cada
amostra (havia aproximadamente 10 ug de
cera epicuticular), e a identificacao dos com-
postos foi feita por meio de comparacao dos
espectros de massa das amostras com aqueles
existentes no banco de dados (Wiley 229.000).

Os dados referentes a quantidade de cera
epicuticular foram submetidos a analise de
variancia e ao teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade. Para analise dos grupos de compostos
quimicos, utilizaram-se meédias observadas e
desvios-padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de cera epicuticular extraida
(Figura 1) foi maior nas folhas do biotipo de
azevém suscetivel (16,20 ug cm™), porém sem
diferir do biotipo resistente (14,90 ug cm?). A
quantidade de ceras epicuticulares na maioria
das espécies varia de 10 a 200 pg cm™
(McWhorter & Ouzts 1993), embora quan-
tidades acima de 300 pg cm™? ja tenham sido
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relatadas (Baker, 1982). Ferreira et al. (2005),
trabalhando com cinco genétipos de cana-
de-ac¢licar, observaram que esses valores
variavam de 16,26 a 23,22 pg cm?, sem
nenhuma relacdo com o grau de tolerancia a
herbicidas dos genoétipos com a quantidade de
cera. Monquero et al. (2004) observaram em
Ipomea grandifolia 37,0 ug cm™? de cera epicu-
ticular, seguida por Commelina benghalensis
(34,5 pg ecm™?) e Amarantus hybridus
(31,7 ug cm™), também sem relagdao com
absorcao de herbicidas. Holloway (1970),
Hodgson (1973) e Al-Jaff-Jaff et al. (1982)
afirmam nao existir correlagdo entre quanti-
dade de cera epicuticular e absor¢ao de her-
bicidas.

A cera epicuticular de cada material ava-
liado foi submetida a analise espectroscopica
na regidao do infravermelho e caracterizada
como uma mistura de compostos de cadeia
curta. Essas observagoes sao indicadas pelas
bandas em 3.500-3.200 cm™? (deformacéo de
O-H),2.910€ 2.810 cm'' (deformacao de CH, e
CH,), uma banda fica em 1.732 cm'!
(deformacao C=0 de éster), 1.412-1.402 cm!
(deformacao C-H) e 720 cm'! (deformacéao de
[CH,],, n>4). O material presente nos bidtipos
(resistente e suscetivel) ndao mostrou diferen-
cas pela analise de espectroscopia na regiao
do infravermelho; por essa razio, apresen-
taram-se dados referentes ao bidtipo resistente
na Figura 2. Os compostos organicos presen-
tes na mistura foram identificados por compa-
ragao com aqueles contidos na biblioteca do
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Figura 1 - Massa de cera epicuticular (pg cm?) extraida de

folhas de bidtipos de azevém resistente e suscetivel ao
glyphosate. As barras representam o desvio-padréo.
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Figura 2 - Espectro no infravermelho (NaCl) da fracdo da amostra da cera epicuticular do biétipo de azevém resistente ao glyphosate.

aparelho (Wiley 229.000). Os compostos
identificados estdo relacionados na Tabela 1.

A cromatografia de fase gasosa indicou a
existéncia de 20 a 40 constituintes na cera
dos dois biédtipos de azevém. No entanto, ao
serem submetidos a espectrometria de massa,
optou-se por incluir nos resultados aqueles
com porcentagem igual ou superior a 1,60%,
sendo considerados dessa forma de 10 a 16
picos (Tabela 1).

Como pode ser observado na Tabela 1,
quatro compostos em cada um dos bidtipos nao
puderam ser identificados. Os componentes
enicosano, octadecanal e octadecano foram
observados apenas no biotipo resistente de
azevém, e o composto tricosano foi encontrado
somente no bidtipo suscetivel.

Os componentes tridecanal, hexacosan- |-
ol, hexadecanal, pentacosanc e octacosano
foram encontrados nos dois bidtipos avaliados
(Tabela 1).

Os grupos de compostos observados na
cera epicuticular dos dois bidtipos foram
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alcoois, aldeidos e hidrocarbonetos (Figura 2).
Os hidrocarbonetos sdo os componentes
menos polares {mais hidrofébicos) encontrados
na cera epicuticular dos dois bhidtipos de
azevém. E conhecido o fato de que ha uma
interacao bastante complexa entre a natureza
quimica do produto aplicado e a superficie
foliar. Existem dois tipos principais de super-
ficies: uma facilmente molhavel (rica em
alcoois) e outra de molhamento mais dificil (rica
em alcanos). As caracteristicas da solucao
aplicada, a polaridade do composto, a tensao
superficial da calda etc. sdo importantes nessa
interacao (Silva et al., 2007). De acordo com
Heredia et al. {1998), o que define a maior ab-
sorcao de herbicidas pelas folhas das plantas é
a composicao da cera epicuticular. Herbicidas
polares tendem a penetrar com maior facili-
dade em plantas onde as folhas apresentam
constituicdo quimica da cera mais polar -
nesse caso, a cera epicuticular se hidrata com
maior facilidade. Da mesma forma, herbicidas
pouco polares penetram com maior facilidade
em folhas que apresentam ceras formadas por
compostos menos polares (hidrofobicos).




Composigiio quimica da cera epicuticular de bidtipos...

Tabela I - Composigdo quimica (%) de cera epicuticular das
folhas dos bidtipos de azevém resistente e suscetivel ao
glyphosate

Biotipo de azevém

.TR Composto Resistente Suscetivel
{minutos)
(%)

56,21 [cosano - 1,96
57,81 N.1 - 1,88
58,81 Enicosano 1,58
59,61 Docosano - 2,23
61,25 N.1 1,60 1,90
62,08 Tridecanal 8,92 10,83
62,65 Tricosano - 1,88
63,84 Hexacosan-1-o0l 46,80 52,20
65,46 Tetracosano 1,69 1,92
65,45 N.I 1,62 1,93
67,48 Hexadecanal 6,65 1,91
68,16 Pentacosano 15,42 13,18
70,90 N.I - 4,67
73,49 QOctacosano 5,91 3,80
71,53 Octadecanal 6,68 -
77,96 Octadecano 3,09 -

N.I - compostos nio identificados. TR - tempo de retencio.

O composto observado em maior propor-
¢cdao nos biétipos resistente e suscetivel de
azevém foi 0 hexacosan-1-ol (46,80% no biétipo
resistente e 52,20% no bidtipo suscetivel)
(Tabela 1), sendo os alcoois os compostos mais
abundantes observados na cera epicuticular
dos biétipos de azevém, representados por ape-
nas este composto, ja mencionado. Aldeidos e
alcoois sao compostos polares de alta molha-
bilidade, o que facilita a penetracao dos herbi-
cidas polares, como o glyphosate (McWorter &
Ouzts, 1993). De modo geral, os alcoois s&o mais
polares (hidrofilicos) que os hidrocarbonetos -
outro grupo de compostos encontrados na cera
epicuticular dos biétipos de azevém.

Nao se detectaram diferenicas entre todas
as classes de compostos representados na
Tabela 2, tanto do bidtipo de azevém resistente
quanto do suscetivel. No entanto, Ferreira
et al. (2006), também trabalhando com
14C glyphosate, nao observaram diferencas
marcantes entre os dois bidtipos de azevém
com relacao & absorcéo do glyphosate. Segundo
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Hamilton (1995), os hidrocarbonetos estao
presentes em quase toda a superficie lipidica
das plantas, variando quantitativamente de
tracos até 50% da quantidade total, mas sao
predominantes em poucos casos. De acordo
com Chachalis et al. (2001), os hidrocarbonetos
de cadeia longa sao menos polares que alcoois
e ésteres. Monquero et al. (2004), trabalhando
com as plantas daninhas Commelina
benghalensis, Ipomoea grandifolia e
Amaranthus hybridus, observaram que
C. benghalensis, que possui maior tolerancia
ao glyphosate, apresentou maior proporcio de
hidrocarbonetos na cera epicuticular, alta-
mente hidrofobicos (pouco polares), contrarian-
do a polaridade do glyphosate, que é altamente
hidrofilico (polar) (Sandberg et al., 1980).
Ferreira et al. (2005), trabalhando com cinco
genotipos de cana-de-agticar, constataram que
a proporcao desse composto na cera epi-
cuticular variou de 5,76 a 18,16%, porém
sem nenhuma relacdo com absorcio da mis-
tura herbicida trifloxysulfuron + ametryn.
Monquero et al. (2004) observaram que em
C. benghalensis as ceras apresentaram em
sua constitui¢ao quimica maior quantidade de
hidrocarbonos (n-alcanos) em comparacéao com
as especies IJpomoea grandifolia e Amaranthus
hybridus, constatando dessa forma relacéo
entre a composicao da cera epicuticular e a
absorcao do glyphosate.

Ao se comparar a polaridade da cera
epicuticular dos bidtipos de azevém, constatou-
se que tanto no biétipo resistente quanto no
suscetivel a cera epicuticular apresentou
mais de 50% de componentes polares (alcoois
e aldeidos) em sua constituicdo, sendo esse

Tabela 2 - Grupos de compostos (%) e desvio-padrio dos
grupos de compostos encontrados na cera epicuticular das
folhas dos bibtipos de azevém resistente e suscetivel ao
glyphosate

Biotipo resistente Biotipo suscetivel

Composigio
(Yo)

Hidrocarbonetos 27,69+ 11,0 2497 £ 10,0
Aldeidos 22,25 £10,0 12,74 £ 5,0
Alcoois 46,80 = 17,0 52,20 £ 23,0
N.I 322+£30 10,38 £ 5,0

N.I - Compostos ndo identificados.
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valor igual a 69,80% no biotipo resistente e
64,94% no biotipo suscetivel (Tabela 3).
Informacdes referentes a polaridade da cera
epicuticular estdo disponiveis para varias
especies de plantas daninhas, sendo bastante
variada. Como exemplo, pode-se citar Cyperus
rotundus, que apresenta em sua constituicao
cerca de 82% de compostos nao-polares,
enquanto Sorghum halepense apresenta cerca
de 6% de compostos polares e 93% da cons-
tituicdo quimica da sua cera epicuticular
representada por compostos nao-polares (Silva
et al., 2007).

Tubela 3 - Porcentagem de compostos polares e pouco polares
encontrados na cera epicuticular das folhas dos bidtipos de
azeveém resistente e suscetivel ao glyphosate

Bidtipo Bidtipo
Componente resistente suscetivel
(%)
Polares (aldeidos + dlcoois) 69,80 64,94
Pouco polares (hidrocarbonetos) 27,69 24,97

Por meio dessa caracterizacio, pode-se
afirmar que existem pequenas diferencas
na composicao da cera epicuticular dos bié-
tipos de azevém resistente e suscetivel ao
glyphosate, com diferencas também na pola-
ridade da cera, que € ligeiramente maior no
bidtipo resistente. No entanto, & pouco provavel
que essa diferenca seja suficiente para deter-
minar o maior ou menor grau de resisténcia
de um biétipo ou outro ao herbicida glyphosate.
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