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DEFESA FITOSSANITARIA

Detecgao da tolerancia de diferentes espécies de capim-colchio a
herbicidas inibidores do fotossistema II utilizando a técnica da fluorescéncia

Detection of crabgrass species tolerance to photosystem
II inhibitor herbicides using fluorescence technique

Leandro Tropaldi” Edivaldo Domingues Velini" Caio Antonio Carbonari” Rosilaine Araldi”
Natalia Corniani' Marcelo Girotto' Ilca Puertas de Freitas e Silva"

RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a
tolerdncia ou susceptibilidade das espécies de capim-colchdo
(Digitaria ciliaris, D. hovizontalis ¢ D. nuda) a herbicidas
inibidores do fotossistema Il (FSII), por meio da técnica da
fluorescéncia, utilizando a taxa de transferéncia de elétrons do
FESII como indicador. Para isso, foi conduzido um experimento
em esquema fatorial 3x6, com trés espécies de capim-colchdo
e seis tratamentos (ametryn, hexazinone, diuron+hexazinone,
amicarbazone, diuron, tebuthiuron e testemunha) aplicados em
pos-emergéncia. Foi monitorada a taxa de transporte de elétrons
(ETR) do FSII em intervalos de tempo crescente e aferida a massa
seca das plantas aos 21 dias apos a aplicagdo. A partir dos dados
da ETR, calculou-se um valor numérico representativo da taxa
de inativagdo da ETR. Os resultados demonstraram que todas
as espécies de capim-colchdo estudadas sdo susceptiveis aos
herbicidas ametryn e hexazinone (valores da taxa de inativagdo
da ETR superiores a 10.000). Os herbicidas diuron e tebuthiuron
apresentaram menores taxas de inativagdo da ETR para a D.
nuda (3.585 e 3.497, respectivamente) e maiores para as espécies
D. ciliaris e D. horizontalis (acima de 10.000), enquanto que o
herbicida amicarbazone apresentou valor intermedidario para D.
nuda (7.967). O monitoramento da ETR foi eficiente para verificar
a atuagdo dos herbicidas nas diferentes espécies estudadas.

Palavras-chave: Digitaria ciliaris (Retz.) Koel, Digitaria
horizontalis Willd, Digitaria nuda Schumach,
taxa de transporte de elétrons (ETR).

ABSTRACT

This study aimed to investigate the tolerance
or susceptibility of crabgrass species (Digitaria ciliaris, D.
horizontalis and D. nuda) to herbicides that target photosystem 11
(PSI), by fluorescence technique using the electron transport rate
(ETR) through PSII as an indicator. An experiment was conducted
under a factorial arrange (3x6), with three species of crabgrass

and six treatments (ametryn, hexazinone, diuron+hexazinone,
amicarbazone, diuron, tebuthiuron and control) applied in post-
emergence. The ETR through PSII was monitored over time and
the plants dry weight measured at 21 days after application. A
numerical value of the ETR inactivation was calculated from
the data collected. The results showed that the three crabgrass
species studied are susceptible to ametryn and hexazinone (ETR
inactivation value higher than 10,000). Moreover, diuron and
tebuthiuron provided lower ETR inactivation for D. nuda (3,585
and 3,497, respectively) and higher rates for D. horizontalis and
D. ciliaris (more than 10,000), whereas amicarbazone showed
intermediate inactivation rate for D. nuda (7,967). Monitoring
the ETR showed to be an efficient form to verify the herbicides
performance in the different species studied here.

Key words: Digitaria ciliaris (Retz.) Koel, Digitaria horizontalis
Willd, Digitaria nuda Schumach, electron transfer
rate (ETR).

INTRODUCAO

Dificuldades no manejo de plantas daninhas
em areas de producdo de cana-de-acucar, onde a
ocorréncia do complexo de capim-colchdo (Digitaria
spp.) € comum e tem sido relatadas, principalmente,
devido a falhas de controle apos a utilizagdo de
alguns herbicidas (DIAS et al., 2003). Este problema
foi atribuido & mudanga da predominancia de
espécies susceptiveis de capim-colchdo (Digitaria
horizontalis Willd., D. ciliaris (Retz.) Koel. ¢ D.
sanguinalis (L.) Scop.) por uma espécie tolerante
(D. nuda Schumach) a alguns herbicidas (DIAS et
al., 2003, 2005 ¢ 2007). A problematica de manejo
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destas espécies tem sido agravada, pois nem sempre a
espécie tolerante ¢ detectada na area, uma vez que estas
espécies de capim-colchdo sdo morfologicamente
semelhantes entre si, o que favorece erros frequentes
de identificagdo e controle (DIAS et al., 2003 e 2005).

Os herbicidas inibidores do fotossistema
IT (FSII) sdo amplamente utilizados no manejo de
plantas daninhas nas &reas de producdo, porém
existem relatos de que a D. nuda ¢ tolerante a acdo
de algumas moléculas com este mecanismo de acdo
(DIAS et al., 2003). O uso de herbicidas inibidores do
FSII provoca o bloqueio do fluxo de elétrons entre os
fotossistemas namembrana dos tilacoides por ligarem-
se ao sitio da quinona B (Q,) da proteina D1 do FSII,
impedindo a ligacao da plastoquinona (VENTRELLA
et al., 2010). Em decorréncia do bloqueio do fluxo de
elétrons, uma maior por¢do de energia de excitacdo
absorvida pelos pigmentos foliares é dissipada como
fluorescéncia (DAYAN & ZACCARO, 2012). Dessa
forma, através do fluorémetro, é possivel mensurar a
taxa de fluorescéncia da clorofila a e, a partir deste
pardmetro, determinar a taxa de transferéncia de
elétrons no FSII (BAKER, 2008).

As mensuragdes de fluorescéncia podem
ser utilizadas para indicar a susceptibilidade de plantas
daninhas e/ou culturas a alguns herbicidas inibidores
de fotossintese, podendo inclusive quantificar o grau
de interferéncia nas plantas (KORRES et al., 2003;
BAKER, 2008; ARALDI et al., 2011; DAYAN &
ZACCARO, 2012; GIROTTO et al., 2012). A taxa
de transporte de elétrons do FSII também tem sido
utilizada para estudos de dindmica de herbicidas em
diversas plantas (ARALDI, et al., 2011; DAYAN
& ZACCARO, 2012), pois permite determinar o
efeito da atuagdo de herbicidas em concentragao
de 0,5umol dm?, enquanto o método tradicional,
que inclui a medi¢do do parametro Fv/Fm, permite
detectar apenas em concentragdes 100 vezes maiores
(ABBASPOOR et al., 2006). Além disso, a técnica
da fluorescéncia fornece resultados dentro de um
curto periodo de tempo apds a exposi¢ao ao herbicida
(KORRES et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo investigar
a tolerancia ou susceptibilidade das espécies de
capim-colchdo (D. ciliaris, D. horizontalis ¢ D.
nuda) a herbicidas inibidores do FSII, recomendados
para a cultura da cana-de-agucar, utilizando a taxa de
transferéncia de elétrons como indicador.

MATERIAL E METODOS

Sementes de D. ciliaris, D. horizontalis e D.
nuda foram obtidas em areas de produgdo de cana-de-

acucar em Barra Bonita, SP. Apos a coleta individual
das paniculas, procedeu-se a identificagdo taxonomica
(CANTO-DOROW, 2001), baseando-se em diferengas
morfologicas da espigueta. Posteriormente, as
sementes foram cultivadas por dois ciclos em casa
de vegetacdo para multiplicagdo e confirmagdo
das espécies. Exsicatas de cada espécie foram
confeccionadas e depositadas no acervo do Herbario
Irina Delanova Gemtchujnicov (Botucatu, SP), sob o
numero de registro: BOTU 28.278 (D. ciliaris); BOTU
28.257 (D. horizontalis) e BOTU 28.258 (D. nuda).

As unidades experimentais
corresponderam a recipientes plasticos com
capacidade de 0,3L, contendo uma mistura de solo
(Latossolo vermelho escuro distréfico de textura
média) e substrato comercial para producao de mudas
(1:1). Em cada unidade experimental foram semeadas
aproximadamente 20 sementes da espécie de interesse
e, duas semanas apés, foi realizado o desbaste,
deixando-se apenas duas plantas por recipiente.
As plantas foram conduzidas em casa de vegetagdo
(temperatura média 28°C e umidade relativa do ar
70%) e submetidas aos tratamentos ao atingirem o
estadio de trés a quatro folhas.

Foram utilizados os seguintes herbicidas e
dosagens: ametryn (540g i.a. ha''), hexazinone (138g
i.a. ha'), amicarbazone (1102,5g i.a. ha'), diuron
(3120g i.a. ha'), diuront+hexazinone (1170+330g
i.a. ha') e tebuthiuron (480g i.a. ha'). As dosagens
foram definidas em ensaios preliminares de eficacia,
optando-se pela dosagem necessaria para promover
80% de reducdo da massa seca de pelo menos uma
das espécies. Além dos tratamentos herbicidas,
utilizou-se uma testemunha (sem aplicagdo de
herbicida, apenas agua) para cada espécie, que serviu
para comparar com as plantas tratadas. Em cada
tratamento, a calda recebeu a adigdo do surfactante
Aterbane na proporcao de 0,2% v/v.

Todos os herbicidas foram aplicados
utilizando-se um pulverizador estaciondrio instalado
em ambiente fechado, provido de uma barra com
quatro pontas de pulverizagdo XR11002VS, espagadas
0,5m entre si e posicionadas a 0,5m de altura em
relagdo a superficie alvo. O sistema foi operado com
velocidade de deslocamento de 3,6km ha', com
volume de calda de 200L ha', pressdo constante
de 1,5bar pressurizado por ar comprimido. Apods
aplicacdo dos herbicidas, as unidades experimentais
foram transportadas para a casa de vegetagdo, onde
permaneceram por 21 dias. Durante este periodo, a
irrigacao foi efetuada conforme a necessidade, sempre
evitando molhar as folhas para que ndo houvesse a
lavagem dos herbicidas depositados sobre elas.
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O monitoramento do fluxo de elétrons
do FSII foi calculado por meio da fluorescéncia da
clorofila a das folhas das plantas. Para iluminacdo e
deteccdao da fluorescéncia da clorofila, foi utilizado
o protocolo Yield do fluordmetro modulado
portatil  Multi-Mode  Chlorophyll ~ Fluorometer
OS5p (Opti-Science). Esse protocolo é otimizado
para quantificagdo da fluorescéncia da clorofila
na condicdo de fotossintese adaptada a luz, porque
registra a medida do rendimento quantico efetivo
do fotossistema II (Y), que representa a fase
fotoquimica da fotossintese. Este parametro ¢
utilizado para calcular a taxa de transporte de elétrons
(ETR)-uMols elétrons m? s' = (Y).(PAR).(0,84).
(0,5), que ¢é equivalente a: (rendimento quantico
efetivo do fotossistema II) x (coeficiente de
absor¢do da folha) x (fracdo de luz absorvida
pelo complexo antena do fotossistema II),
conforme descrito por ARALDI et al. (2011).

O monitoramento da ETR foi realizado em
intervalos de 0,5, 1, 2, 3, 6, 10, 24, 48, 72, 96 ¢ 120
horas apo6s a aplicag@o dos herbicidas. A mensuragéo
foi realizada na parte mediana da terceira folha de
cada planta em todos os periodos de avaliacdo. Os
valores da ETR foram expressos em porcentagem do
valor médio da ETR da testemunha.

A vpartir dos dados gerados da ETR,
calculou-se um valor numérico representativo da taxa
de inativacdo da ETR promovida pelos herbicidas em
cada espécie estudada. Para este calculo, utilizou-se das
propriedades do célculo poligonal de area, considerando
0 eixo x os valores representados pelo periodo em horas
das mensuracdes e no eixo y a porcentagem de redugido
da ETR apds a pulverizacao dos herbicidas.

Aos 21 DAA dos herbicidas, determinou-
se a massa seca da parte aérea. Para isso, coletou-se
apenas o tecido vivo das plantas oriundas de cada
unidade experimental, submetendo-as a secagem até
peso constante em estufa de circulagao de ar forcado
a 58°C e posterior aferi¢do em balanca de precisdo.

O experimento foi conduzido em esquema
fatorial 3x6 (espécies x tratamentos herbicidas), no
delineamento inteiramente ao acaso com quatro
repeticdes. Para os dados da ETR e a taxa de
inativagdo da ETR, foram calculadas as médias dos
tratamentos e determinados os intervalos de confianca
pelo teste t a 10% de probabilidade, utilizando a
seguinte expressdo: IC = (t.desvpad)/\/n_ , em que:
IC = intervalo de confianga; t = valor de t tabelado
ao nivel de 10% de probabilidade; desvpad = desvio
padrao;'n =raiz quadrada do ntimero de repetigdes.
Os dados da porcentagem da redugdo da massa seca
foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando
o programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo de um herbicida inibidor do
FSII com ositio de agdo provoca o bloqueio do fluxo de
elétrons, reduzindo a taxa de transferéncia de elétrons
(ETR) do FSII (PEREZ-JONES et al., 2009; BAKER,
2008). Dessa forma, com o monitoramento da ETR,
foi possivel verificar a susceptibilidade ou tolerancia
das espécies de capim-colchdo estudadas em poucas
horas apds a aplicacdo dos herbicidas (Figura 1).

Os herbicidas ametryn e hexazinone,
ambos pertencentes ao grupo quimico das triazinas,
tiveram um padrao similar de intoxicagdo em todas as
espécies estudas. As primeiras horas apds aplicacdo
dos herbicidas foram determinantes na reducao
da ETR, com decréscimos superiores a 50% nas
primeiras trés horas, 90% a partir de seis horas em
todas as espécies estudadas e 100% as 120 horas.
Além da interferéncia na ETR, a dosagem utilizada
foi suficiente para redugdes superiores a 82% da
massa seca total de todas as espécies (Tabela 1).

A mistura diuron+hexazinone apresentou
um padrdo de intoxicag@o similar ao efeito isolado
de hexazinone. Reducdes superiores a 70% da ETR
foram encontradas em todas as espécies estudadas trés
horas apds a aplicagdo. O rapido efeito na interagdo
dos herbicidas com o sitio de agao no tecido analisado
demonstra susceptibilidade a mistura de moléculas,
levando o tecido intoxicado a morte, possibilitando
uma redugdo de massa seca superior a 80%.

A aplicacdo de amicarbazone nas espécies
D. ciliaris e D. horizontalis similarmente a ametryn e
hexazinone, reduziu rapidamente a ETR nas primeiras
horas. No entanto, este efeito ndo foi observado para
a D. nuda, que apresentou um decréscimo gradativo
até 80% em relagdo a testemunha, 24 horas apds a
aplicagdo, e estabilizou-se posteriormente neste nivel
de intoxicacdo (60% de reducdo da ETR), acarretando
reducdo de 31,3% da massa seca da parte area. Esta
caracteristica ¢ citada por alguns autores como a
capacidade que algumas plantas apresentam de se
recuperarem de injUrias apos a aplicacdo de herbicidas
(ARALDI et al., 2011; CATUNDA et al., 2005).
CATUNDA et al. (2005) observaram este efeito através
do registro de queda na eficiéncia quantica do FSII de
plantas de abacaxi (Ananas comossus) aos cinco DAA
e um aumento da razdo Fv/Fm a partir de 10 DAA,
sugerindo, assim, que a aplicacdo de alguns herbicidas
podem causar dano reversivel ao aparato fotossintético,
podendo a planta recuperar-se sem sintomas aparentes.

Ciéncia Rural, v.45, n.5, mai, 2015.
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Figura 1 - Médias dos valores da ETR em porcentagem da testemunha de folhas das espécies de Digitaria ciliaris, D.
horizontalis e D. nuda apos a aplicagdo em pos-emergéncia dos herbicidas inibidores do fotossistema II. Barras
verticais representam o intervalo de confianga a 10% de probabilidade pelo teste t.

A aplicagdo de diuron e tebuthiuron em
plantas D. nuda proporcionou lenta redugdo da ETR
nas primeiras horas, ndo sendo superior a 20%, ou
seja, a ETR foi apenas parcialmente reduzida e
posteriormente levemente recuperada nos tecidos
analisados (23,5 e 19,9% de reducdo da ETR as
120horas, respectivamente), o que acarretou pequena
reducdo da massa seca das plantas (9,8 ¢ 9,1%,
respectivamente). Isto demonstra que o nivel de
interacdo do herbicida com o sitio de acdo decresce
levemente ap6s a intoxicagdo inicial, porém a planta
volta a exercer suas atividades normalmente.

Todas as espécies de capim-colhdo (D.
ciliaris, D. horizontalis e D. nuda) sdo susceptiveis aos
herbicidas ametryn, hexazinone e diuron+hexazinone,
apresentando maiores valores da taxa de inativagao
da ETR (acima de 10.000 - susceptiveis) (Figura 2).
Por outro lado, os herbicidas diuron e tebuthiuron
apresentaram menores valores para a D. nuda
(3.585 e 3.497, respectivamente - tolerante),
diferindo das espécies D. ciliaris ¢ D. horizontalis
(susceptiveis), enquanto que o amicarbazone
apresentou valor intermedidrio para D. nuda
(7.967), quando comparado aos demais herbicidas.

Ciéncia Rural, v.45, n.5, mai, 2015.
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Tabela 1 - Médias da redugdo da massa seca da parte aérea das espécies de capim-colchdo (Digitaria ciliaris, D. horizontalis ¢ D. nuda)
expressa em porcentagem da média da testemunha aos 21 DAA, em pos-emergéncia dos herbicidas inibidores do fotossistema II.

Espécies

Herbicidas

D. ciliaris D. horizontalis D. nuda
ametryn 86,78 a AB 92,87 a A 96,14a A
hexazinone 91,99a A 82,81 a AB 86,41 a A
diuron + hexazinone 94,79 a A 93,52a A 81,47a A
amicarbazone 82,77 a AB 86,90 a AB 31,29b B
diuron 71,58 aB 62,72aC 9,80 b C
tebuthiuron 81,82 a AB 69,96 a BC 9,16 b C
Fespecies x herbicidas 19,61%*
CV (%) 11,66
DMS 14,5

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas e maitsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (5%);
** = gignificativo em nivel de 1% de probabilidade; CV (%) = coeficiente de variacdo; DAA = dias ap0s a aplicacdo.

A menor taxa da ETR ¢ correlacionada
com a ineficiéncia de alguns herbicidas no controle
de D. nuda, contudo, apesar da constatacdo da menor
interagdo do herbicida com o sitio de agdo, ndo ¢
possivel determinar se a causa da baixa agdo se deve,
por exemplo, a capacidade da planta metabolizar,
conjugar ou compartimentalizar os herbicidas.
Contudo, a observacao dos padrdes de comportamento
da ETR ao longo do tempo permitiu inferir sobre a
varia¢do do nivel de interacdo do herbicida com o
sitio de agdo das plantas estudadas.

Alguns dos mecanismos que poderiam
conferir tolerancia a D. nuda aos herbicidas
pertencentes ao grupo das ureias ja foram estudados.
A absor¢do e translocagdo diferencial de diuron
utilizando "“C-diuron foi estudada por DIAS et al.

(2003) em aplicagdo foliar e por SOUZA (2011)
em aplicagdo via solo. Ambos concluiram que estes
mecanismos ndo estdo relacionadas com a maior
tolerancia apresentada por D. nuda.

A metabolizagdo ¢ outro mecanismos
que pode conferir tolerdncia a algumas espécies
ou biotipos a herbicidas, por exemplo, aumento
do metabolismo de fluazifop-p-butil foi atribuido
a resisténcia de D. sanguinalis a este herbicida
(HIDAYAT & PRESTON, 1997). As principais
transformagdes que as ureias sofrem sdo
N-desalquilagdo, N-desmetilagdo e alquioxidacdo,
sendo, muitas dessas reagdes, verificadas pela
atividade das enzimas da grande familia da P,
mono-oxigenase (DASGUPTA et al., 2011). SOUZA
(2011) correlacionou a maior tolerancia de D. nuda

Figura 2 - Taxa de inativagdo da ETR de folhas das espécies de capim-colchdo Digitaria ciliaris, D. horizontalis ¢
D. nuda apds a aplicagdo em pos-emergéncia de herbicidas inibidores do fotossistema II. Barras verticais
representam o intervalo de confianga a 10% de probabilidade pelo teste t. (D+H = diuron+hexazinone).

Ciéncia Rural, v.45, n.5, mai, 2015.
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a diuron com a maior expressdo do gene CYP81A6
da familia P diferencial. Porém, este mesmo
autor discute a necessidade de estudos envolvendo
outros genes de P, que possam estar envolvidos
com o processo de metabolizacdo de herbicidas,
além de estudos com enzimas glicosiltransferases,
que atuam na conjugacdo de moléculas de agucares
com xenobidticos. Assim, consideragdes sobre
metabolizagdo ou compartimentalizagdo destes
herbicidas nas plantas ainda demandardo estudos
complementares para melhor compreensdo do
mecanismo de tolerancia da D. nuda.

Sendo assim, este experimento destaca
como os diferentes herbicidas inibidores do FSII
influenciam a ETR das plantas tratadas, bem como
distingue a resposta diferencial das espécies de capim-
colchdo a aplicagdo dos herbicidas. Esta técnica tem
potencial para ser utilizada nas investigagdes da
tolerdncia e/ou resisténcia de espécies de plantas
daninhas, com base na sensibilidade aos herbicidas
inibidores do FSII.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que todas as
espécies de capim-colchdo estudadas sdo susceptiveis
aos herbicidas ametryn e hexazinone. Por outro lado,
os herbicidas diuron e tebuthiuron apresentaram
menores taxas de inativacao da ETR para a D. nuda,
diferindo-se das espécies D. ciliaris e D. horizontalis,
enquanto que o herbicida amicarbazone apresentou
taxa intermediéria para D. nuda. O monitoramento
da ETR se mostrou eficiente para verificar a atuagdo
dos herbicidas nas diferentes espécies estudadas.
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