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RESUMO

CARVALHO, Gledson Soares de. Interferéncia do inibidor de enzimas do complexo
citocromo P450 na eficacia de misturas de herbicidas no controle de Digitaria insularis.
2020. p Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Agricola e Ambiental). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Engenharia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Objetivou-se nesse trabalho investigar o efeito do inibidor de enzimas do complexo citocromo
P450 na eficdcia de herbicidas para controle de Digitaria insularis. Foi realizado um
experimento com replicata em casa de vegetacdo, localizada no campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, usando plantas de D. insularis em estadio de florescimento.
Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 16x2+3 casualizados em blocos. O fator
A, foi constituido pela testemunha, os herbicidas 2,4-D (1005 g ea.ha); cletodim (192 g ia.ha”
1Y e haloxifope (62,4 g i.a. hal), aplicados de forma isolada, em mistura ou em intervalos de 0,
3, 6 e 12 dias e o fator B a presenca ou ndo de malation (1000 g hal), aplicado 2 horas antes
dos herbicidas. Ja os tratamentos adicionais representam a mistura de malation aos herbicidas
na calda de pulverizagdo. O teste de compatibilidade fisico-quimica foi realizado para
verificacdo do comportamento dos produtos quando misturados na calda de pulverizagéo.
Foram realizadas as analises de fluorescéncia transiente da clorofila a aos 7, 14 e 35 dias apds
aplicacdo (DAA), porcentagem de controle aos 7, 14, 21, 28 e 35 DAA e massa seca de parte
aérea (MSPA) apos coleta das plantas aos 35 dias. Os dados foram submetidos a analise de
variancia ANOVA (p < 0,05) e sendo F significativo, as médias foram comparadas pelo teste
Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. As médias de porcentagem de controle obtidas
pelo teste estatistico foram agrupadas em faixas de controle. Com relacdo as misturas de
malation na calda de pulverizagdo, os dados de porcentagem de controle e MSPA foram
submetidos separadamente dos herbicidas sem inibidor e das aplicacdes em intervalos de tempo
ao teste Skott-Knott a 5% de probabilidade. De acordo com os resultados verificou-se reducéo
de controle de D. insularis quando adicionado 2,4-D aos graminicidas, sendo obtido para a
mistura entre 2,4-D e cletodim melhor desempenho quando comparado com a mistura entre
2,4-D e haloxifope. Ambas misturas apresentaram incompatibilidade fisico-quimico em calda
de acordo com a NBR 13875:2014. A aplicacdo de malation n&o interferiu no controle das
plantas de capim-amargoso. Nos tratamentos em que o inibidor do P450 (malation) foi
adicionado a calda de pulverizagdo, o controle observado foi menor ou igual quando
comparados aos tratamentos misturados sem a adicdo do malation. Pelo teste de
compatibilidade de calda, as misturas com malation possuem restricdo quanto ao seu uso, sendo
classificadas como homogéneas sob agitacdo. Conclui-se, portanto, que a aplicacdo de malation
duas horas antes dos demais tratamentos ou em mistura com 2,4-D, haloxifope ou cletodim,
ndo melhora o controle do capim-amargoso, demonstrando que as enzimas do complexo P450
inibidas pelo malation ndo estdo envolvidas no processo que resulta em antagonismo entre o
2,4-D e os herbicidas graminicidas utilizados para o controle de D. insularis.

Palavras-chaves: interagdo de herbicidas, metabolizacdo, malation, 2,4-D, graminicidas



ABSTRACT

CARVALHO, Gledson Soares de Interference of the inhibitor of the enzyme of the
cytochrome P450 complex on the effectiveness of herbicide mixtures in the control of
Digitaria insularis. 2020. p Dissertation (MSc in Agricultural and Environmental Engineering).
Institute of Technology, Department of Engineering, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ.

The objective of this study is to investigate the interference of the inhibitor of the enzyme of
the cytochrome P450 complex on the effectiveness of herbicide mixtures in the control of
Digitaria insularis. One experiment was performed with replicate in a greenhouse located in
the Universidade Federal Rural o Rio de Janeiro using D. insularis in the flowering stage. The
experimental outlining was randomized blocks design in a factorial scheme 16x2+3, being the
A factor, the control and the herbicides 2,4-D (1005 g ea.ha?); clethodim (192 g ia.ha?) and
haloxyfop (62,4 g i.a. ha'l), applied alone, in mixture or applied sequentially at 0, 3, 6 and 12
days intervals. The B factor with or without malathion (1000 g ha), which was applied two
hours prior to the herbicides and the additional treatments that represent the addition of the
malathion in the spray mix. A physicochemical compatibility test was performed to verify the
behavior of the pesticides when the mixture in the tank. Fluorescence analysis was collected in
7, 14 and 35 days after applications, Visual assessments of control were performed in 7, 14, 21,
28 and 35 days and shoot dry mass after collection of the experiments at 35 days. The data
collected were submitted to the variance test ANOVA (p < 0,05), being F significant, the data
were submitted to the Scott-Knott test 5% probability. The statistical average from visual
assessments of control was combined in control ranges. In respect of the spray mixtures with
malathion, the visual assessments of control and shoot dry mass were submitted separated from
the sequential sprays and the herbicides without malathion to Scott-Knott test. The results
demonstrate that there was a reduction of the control when the 2,4-D was added with
graminicides in the spray mix. The mixture between 2,4-D and clethodim showed a better
performance in comparison with 2,4-D and haloxyfop, however, both mixtures were
incompatible in the physic-chemical compatibility test according to NBR 13875:2014. It was
also observed that, the malathion sprayed did not interfere with the control of the D. insularis.
The treatments that the inhibitor was added in the spray mix, provide a similar or lesser control
in comparison with the treatments without the presence of malathion. By the compatibility test,
the mixtures with malathion do not have use restrictions and were classified as homogeneous
under agitation. It is concluded that the malathion applied two hours prior to herbicides isolated,
in mixtures or sequential spraying does not improve the control of the sourgrass, proving that
the engaged enzymes in the antagonistic process between 2,4-D and graminicides herbicides
used to control of the D. insularis.

Keywords: herbicide interaction, metabolization, malathion, 2,4-D, graminicides.
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INTRODUCAO

Para suprimir o crescimento das plantas daninhas, foram desenvolvidos e aprimorados
métodos de controle, tendo destaque o controle quimico através do uso de herbicidas que
apresenta grande eficécia e praticidade quando comparado aos demais métodos disponiveis no
mercado. Entretanto, novos problemas surgiram em relacdo ao uso incorreto do controle
quimico, gerando uma pressdo de selecdo de bidtipos de plantas daninhas resistentes a
herbicidas. O principal exemplo é o nimero expressivo de espécies com bi6tipos resistentes ao
glifosato, o qual é um dos principais herbicidas utilizados na agricultura, acarretando a
necessidade de utilizar herbicidas de diferentes mecanismos de acao.

Para o controle de espécies monocotiledéneas e eudicotiledbneas, resistentes ao
herbicida glifosato, presentes em conjunto na mesma &rea de cultivo, se torna necessario o uso
de herbicidas de diferentes mecanismos de acdo com destaque para a utilizacdo de herbicidas
conhecidos como latifolicidas e graminicidas. Entre estes o 2,4-D (latifolicida) e os inibidores
da acetil coenzima A carboxilase (ACCase — graminicidas) sdo os mais utilizados, pois sdo
eficazes no manejo de espécies resistentes ao glifosato, como a buva (Conyza spp) e capim-
amargoso (Digitaria insularis), respectivamente. Contudo, estudos ja realizados mostram que
a utilizacdo de ambos os herbicidas de forma conjunta possui problemas como o antagonismo,
dependendo da espécie alvo, como por exemplo, 0 capim-amargoso.

Estudos realizados em plantas de azevém (Lolium rigidum) mostram que o 2,4-D pode
influenciar no aumento da metabolizagéo de outros herbicidas pela agdo do complexo citocromo
P450, o qual é um complexo enziméatico que promove a desintoxificacdo de agentes
xenobidticos nos vegetais, realizando a inser¢éo de um atomo de oxigénio, um radical hidroxila,
modificando a estrutura da molécula de herbicidas os quais passam a ndo ser mais toxicos as
plantas. Isto sugere que o 2,4-D possa atuar como um “protetor”, ou seja, diminuindo
indiretamente a sensibilidade de espécies vegetais a certos herbicidas através do aumento da
atividade dessas enzimas.

Com base no exposto, objetiva-se nesse trabalho investigar o efeito de inibidores de
enzimas do complexo citocromo P450 no controle de plantas de D. insularis sob agdo de
misturas de herbicidas inibidores da ACCase e 2,4-D.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil esta entre os paises de maior producéo agricola e as estimativas para a safra de
grdos 2019/20 apontam um crescimento na agricultura brasileira de 1,5% na area plantada em
relagdo a safra anterior, atingindo 64,2 milhdes de hectares (CONAB, 2020). Em relagdo a
producdo, ha indicativos que mostram um incremento de 2,5% em relagdo & safra anterior de
grdos (6,1 milhdes de toneladas), totalizando aproximadamente 248 milhdes de toneladas
(CONAB, 2020). As culturas da soja e milho sdo as mais expressivas, apresentando tendéncias
de crescimento de até 2,6% para a cultura da soja e 0,2% para a cultura do milho, sendo o milho
de segunda safra responsavel por 70% da produgdo total de milho no Brasil (CONAB, 2020).

Apesar da producdo nacional apresentar estimativas positivas com relacdo a producéao
de gréos, ha fatores que podem interferir neste panorama, e entre estes estdo as plantas daninhas,
que competem com a cultura de interesse por recursos como agua, nutrientes e luz, podendo
ainda ser hospedeiras de pragas e patdgenos (CARDOSO et al, 2016). A presenca de plantas
daninhas pode resultar em reducdo da produtividade e causar sérios danos econdmicos nas
culturas (MAHAJAN et al, 2015).

A presenca de plantas daninhas interfere negativamente na producdo agricola e o grau
de interferéncia estd relacionado a espécie infestante e sua distribui¢do (FIALHO, 2016).
Somado a isto, estas plantas apresentam caracteristicas agressivas como sementes com alta
capacidade de germinacdo, desenvolvimento e reproducdo mesmo em condicdes adversas como
déficit hidrico, estresse térmico, salinidade, solos acidos ou basicos (VASCONCELOS et al.,
2012), podendo ter um crescimento répido e melhor aproveitamento dos recursos naturais
quando comparadas as espécies cultivadas.

As perdas causadas por plantas daninhas podem ser quantitativas e/ou qualitativas e isso
depende da espécie e do nivel de infestacdo destas plantas na area de cultivo, assim como do
periodo de competicdo, clima, préaticas agricolas e padrdo de emergéncia destas (YADAV e
MALIK, 2005).

O aumento da densidade de plantas daninhas é proporcional as perdas de producédo da
cultura da soja (GAZZIEIRO et al, 2019). Estudos demonstram reducdo de rendimento da
producdo de soja de até 50% quando em competi¢cdo com plantas de Amaranthus palmeri com
densidade de 1-8 plantas/m? e de Digitaria sanguinalis, 1 a 16 plantas/m2 (BASINGER et al,
2019).
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Gazziero et al. (2012) mostram que a presenca de 4 a 6 plantas/m? de capim-amargoso
em é&reas de soja podem reduzir a produtividade da cultura em até 44%. Segundo Silva et al.
(2009), as perdas por plantas daninhas diminuiram a produtividade da cultura da soja em 73%
quando em baixa infestacdo de plantas daninhas como Brachiaria plantaginea, Ipomoea nil,
Euphorbia heterophylla, Digitaria horizontalis e Cyperus rotundus, podendo as perdas
chegarem a 92% quando em alta infestacdo destas espécies.

A fim de evitar perdas e minimizar os problemas causados por plantas daninhas nas
lavouras, foram desenvolvidos diversos métodos de controle, com destaque para o controle
quimico, através do uso de herbicidas. Estas moléculas, entre outras vantagens, representam
um método pratico, rapido e eficiente no controle de plantas daninhas (FOLONI, 2016),
constituindo em um método de facil aplicacdo e que demanda um menor gasto de mao de obra
(DAN et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012). Porém, devido a utilizacdo intensiva e muitas
vezes, de forma inadequada do método quimico, problemas relacionados a resisténcia de plantas
daninhas podem surgir no cenério agricola.

A resisténcia de plantas daninhas é definida como a habilidade herdavel de biotipos
dentro de uma populacao de sobreviverem e reproduzirem apds tratamento com herbicidas em
doses comerciais que seriam letais a individuos suscetiveis da mesma espécie
(CHRISTOFFOLETI E OVEJERO, 2008; CHRISTOFFOLETI et al., 2016). E um fendémeno
natural onde o herbicida atua como agente selecionador de bi6tipos resistentes que ja existiam,
porém em frequéncia inicial menor (CHRISTOFFOLETI E OVEJERO, 2008;
CHRISTOFFOLETI et al., 2016).

Os casos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas no Brasil ttm aumentado nos
ultimos anos. Existem 51 casos confirmados, incluindo 30 espécies, com resisténcia do tipo
simples, cruzada e/ou multipla até o momento (HEAP, 2020). Entre os casos registrados,
predominam as plantas daninhas resistentes aos inibidores da acetolactato sintase (ALS) e 5-
enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase (EPSPs), 0 qual € o quarto colocado a nivel mundial.

A adocéo de culturas transgénicas resistentes ao glifosato, foi um grande passo para o
aumento da frequéncia de utilizacdo deste herbicida nas areas de producao de soja e milho
(YUAN et al., 2006). O glifosato é um herbicida inibidor da enzima EPSPs, considerado ndo
seletivo, sendo utilizado em larga escala mundial (MESNAGE, 2015).

Entre as espécies que apresentam resisténcia ao glifosato no Brasil, o capim-amargoso
(Digitaria insularis) merece destaque pelas suas caracteristicas de agressividade, possuindo

elevada habilidade competitiva (GAZOLA, 2016). Duas plantas de capim-amargoso por metro

15


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902017000100175&lang=pt#B6
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1806-66902017000100175&lang=pt#B24

quadrado geram perdas de até 375 kg/ha, enquanto seis plantas por metro quadrado podem gerar
perdas entre 600 a 1300 Kg/ha de gréos de soja (GAZZIEIRO et al, 2019). O capim-amargoso
€ uma graminea que possui ciclo perene crescimento ereto, colmos estriados e entrenos longos,
podendo alcancar 150 cm de altura, com folhas de bainhas longas e pilosas (KISSMANN E
GROTH, 1997; LORENZI, 2000, MACHADO, 2008). Suas paniculas sdo bastante distintas,
com alta producédo de sementes as quais sdo pilosas com alto poder de disseminacgéo pelo vento.
As sementes possuem alta taxa de germinacdo, a qual é considerada ligeiramente alta em
relacdo a outras espécies do género (MONDO et al., 2010; MENDONCA, 2014).

Plantas de capim-amargoso originarias de sementes e em fase inicial, sdo facilmente
controladas pelo herbicida glifosato (MACHADO et al, 2006). Entretanto, em estadios tardios
de desenvolvimento apds surgimento de rizomas estabelecidos, aumenta a complexidade de
controle da espécie (GEMELLLI et al., 2012). Machado et al. (2008), observaram que plantas
provenientes de rizomas quando comparadas com plantas provenientes de sementes,
apresentaram folhas com maior indice estomatico, densidade estomatica na face abaxial da
epiderme foliar e 1dmina foliar mais espessa, 0 que pode ser um impedimento a entrada de
herbicidas para controle.

Além destes fatores fisioldgicos, casos de resisténcia do capim-amargoso ao glifosato
vem aumentando no Brasil. De acordo com Heap (2020), o primeiro caso de resisténcia ao
herbicida glifosato foi datado em 2005 no Paraguai, se espalhando posterior mente para a
Argentina e Brasil, tendo o primeiro caso registrado no estado do Parana em 2008.

Estudos realizados por Lopez Ovejero et al., (2017) apontam para 0s avangos de
populacbes de D. insularis no territorio brasileiro, por consequéncia de fatores como
movimentacao de equipamentos e dispersdo de sementes pelo vento. Pesquisas realizadas com
bidtipos de capim-amargoso no estado do Parana, Sao Paulo e Paraguai mostram a possibilidade
de biotipos resistentes de capim-amargoso encontrados no Parand compartilharem do mesmo
fluxo genético de plantas encontradas no Paraguai. Ja no estado de Sao Paulo, as populacdes
resistentes provavelmente foram selecionadas independentemente (TAKANO et al, 2018).

A absorcdo lenta e translocacdo reduzida do herbicida glifosato sdo mecanismos que
podem explicar a resisténcia de capim-amargoso a este herbicida (MACHADO et al., 2008,
ZOBIOLE et al., 2016). Além disso, herbicidas de contato aplicado em plantas bem
estabelecidas e com touceiras densas, ndo exercem controle eficiente, favorecendo o rebrote
(MELO et al., 2010). Sendo assim, em casos de plantas de capim-amargoso resistentes ao

herbicida glifosato, ha poucas op¢des de herbicidas no mercado para o controle da espécie.
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neste sentido, herbicidas inibidores da acetil co-enzima A carboxilase (ACCase), conhecidos
como graminicidas, séo a principal opcdo no mercado para 0 manejo de capim-amargoso
(BARROSO et al., 2014).

Os inibidores da ACCase séo herbicidas sistémicos, divididos em trés grupos quimicos:
ariloxifenoxipropionatos (FOPs), cicloexanodionas (DIMs) e fenilpirazolina (DEN). Apesar de
possuirem 0 mesmo mecanismo de acdo, ha diferencas marcantes entre 0s grupos quimicos
(LOPEZ-OVEJERO et al., 2006; BARROSO et al, 2010), principalmente em relagio a
translocagdo, onde os “FOPs” translocam via simplasto para os meristemas e os “DIMs” podem,
além desta, seguir pela via apopléstica (DYER, 2018). Nos cloroplastos das células vegetais, a
enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase) catalisa a carboxilagcdo do acetil-CoA em malonil-
CoA pela adi¢cdo de uma molécula de CO, (HESS, 1997).

A inibicdo da acetil-CoA carboxilase, portanto, resulta em blogueio da sintese de acidos
graxos (lipideos) (VIDAL, 1997; NETO, 2012), sendo estes componentes essenciais das
membranas da célula e organelas. A inibicdo destes constituintes compromete a integridade das
membranas, alterando sua permeabilidade (HESS, 1997; AGOSTINETTO et al, 2002),
resultando na morte das plantas sensiveis.

A translocacgéo e a acdo destes herbicidas ocorrem de forma lenta, fazendo com que 0s
sintomas n&o aparegam de forma imediata. Quando surgem, observa-se que o crescimento dos
meristemas apicais da parte aérea e da raiz sdo suprimidos, além de ocorrer pontuacdes
cloréticas nas folhas seguida de necrose total da planta (ALMEIDA e RODRIGUES, 1985,
ROMAN, 2007, OLIVEIRA JR et al., 2011; PERTENELLA et al, 2014).

Os inibidores da ACCase séo herbicidas seletivos para espécies eudicotiledéneas, pois
estas espécies possuem a enzima ACCase nas formas homodimeras e heterodimeras no
cloroplasto, sendo esta ultima insensivel aos herbicidas inibidores da ACCase. As espécies
monocotileddneas s6 possuem a forma homodimera nos plastideos sendo estas as Unicas que
sdo inibidas por este grupo de herbicidas (YU et al., 2013), 0 que as torna sensiveis a acao
destes herbicidas.

Por outro lado, ha a presenca de plantas daninhas eudicotileddneas na mesma area de
ocorréncia de espécies monocotileddneas, podendo estas apresentarem resisténcia ou tolerancia
a herbicidas, sendo necessario utilizar diferentes mecanismos de agdo para controla-las. Um
grande exemplo € a buva (Conyza spp.), a qual, além de possuir casos de resisténcia somente
ao glifosato, apresenta casos de resisténcia multipla a até cinco mecanismos de acdo de

herbicidas, tornando complexo o seu controle. Em 2017 a area infestada com ambas as espécies
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(buva e capim-amargoso) apresentando resisténcia ao glifosato foi de aproximadamente 2,7
milhdes de hectares, fato que eleva os custos de controle (VARGAS et al., 2017). Desta forma,
devido a diversidade de especies, muitas vezes faz-se necessario a utilizacao de herbicidas com
diferentes mecanismos de acédo, sendo o 2,4-D um dos mais utilizados para o controle das folhas
largas.

O éacido 2,4-diclorofenoxiacético ou 2,4-D foi o primeiro herbicida do grupo dos
mimetizadores de auxina a ser desenvolvido e comercializado a nivel mundial, em 1945
(SCHULZ e SEGOBYE, 2016; TORRA, 2017). E um herbicida seletivo, utilizado em p6s-
emergéncia no controle de espécies de folhas largas, que atuam de forma semelhante as auxinas
naturais nas plantas, como o acido indolacético (AlA) (GEORGE, 1963; CHRISTOFFOLETTI
etal., 2015).

O AIA liga-se as proteinas ABP1 que irdo interagir diretamente com as ATPases,
estimulando o bombeamento de prétons para o apoplasto (THIEL et al., 1993; SAUER e
KLEINE-VEHN, 2011). A partir deste ponto, as proteinas expansinas séo ativadas, realizando
a quebra das ligacdes de celulose e hemicelulose das células vegetais, favorecendo o aumento
da absorcdo de solutos osmoticos, ocorrendo assim o alongamento celular (COSGROVE, 2000;
MAESHIMA, 2001; TROMAS et al., 2010; CHRISTOFFOLETI et al., 2015).

Os herbicidas mimetizadores de auxina atuam na diviséo, alongamento e diferenciagéo
celular, ocasionando em anormalidades fisiologicas e morfolégicas, seguindo de hipertrofia,
epinastia severa e abscisdo prematura de folhas (STIRLING e HALL, 1997; GROSSMAN,
2007 e 2010). Séo herbicidas sistémicos, podendo ser translocados via xilema e floema nas
plantas (FOLONI, 2016).

Neste contexto, 0 manejo de monocotileddneas e dicotiledbneas em uma mesma area
ganham uma nova perspectiva: a mistura em tanque ou aplicac@es sequenciais de herbicidas. A
mistura em tanque é compreendida como a associacao de agrotoxicos e aditivos em um tanque
acoplado a um aplicador, imediatamente antes da pulverizacdo. Esta técnica possui a vantagem
de aumentar o espectro e eficiéncia contra 0s organismos alvo, diminuindo custos de campo
(GAZZIERO e al, 2014). Vale destacar que a mistura em tanque foi autorizada em 11 de
outubro de 2018 pela instrucdo normativa n°® 40 do MAPA, a qual autoriza o engenheiro
agronomo a receitar a mistura de defensivos agricolas em tanque.

Ja a aplicacgéo sequencial de herbicidas € outra estratégia que pode ser utilizada para o
controle de plantas daninhas de dificil controle, onde os herbicidas de diferentes mecanismos

de acdo podem ser aplicados de forma seriada. Esta tatica pode causar a morte das plantas ou

18



diminuir a interferéncia destas por um longo periodo (SAIRAMESH et al, 2015; SPERRY et
al, 2017).

Entre as vantagens de utilizar ambas as técnicas esta a associacao/rotacdo de diferentes
mecanismos de acdo herbicida, diminuindo a pressdo de selecdo causada por apenas uma
molécula, sendo uma étima alternativa para evitar a selegdo de espécies resistentes, além de
permitir um amplo espectro de controle sobre as plantas daninhas.

Entretanto, estas associacdes de herbicidas normalmente sdo realizadas sem o
conhecimento do efeito desta mistura/sequéncia sobre a calda e as principais plantas alvo da
aplicacdo (MATZEMBACHER et al., 2015), que podem resultar em diferentes interacGes entre
os herbicidas. Quando a resposta da mistura de herbicidas € maior que a esperada, a mistura é
considerada sinérgica; quando é menor que a esperada, € antagonica e quando € igual, aditiva
(COLBY, 1967).

Takano et al., (2013) observou que a mistura de 2,4-D com glifosato apresentou
interacdo aditiva em plantas de Conyza spp em estagios fenologicos iniciais (2 a4 e 4 a6
folhas), ja em plantas com mais de 10 folhas, observou-se sinergismo entre os herbicidas.
Outros exemplos de sinergismo observados sdo entre a mistura de glifosato com carfentrazone
e saflufenacil para o controle de Ipomea hederifolia (AGOSTINETTO et al., 2015), glifosato
com saflufenacil para controle de Conyza sp resistente ao glifosato (DALAZEN et al., 2015).

O antagonismo ocorre quando sdo misturados ou aplicados em sequéncia, dois
herbicidas de mecanismos de acdo diferentes, onde um pode anular ou reduzir a acao do outro
(HATZIOS e PENNER, 1985; ZHANG et al., 2015; MATZENBACHER et al., 2015), sendo
este dependente da espécie vegetal. E necessario o conhecimento do efeito da interacio entre
diferentes herbicidas previamente a mistura ou aplicagdes sequenciais, pois se ocorrer
antagonismo o controle serd ineficiente, acarretando problemas no manejo de plantas daninhas.

A utilizacdo de latifolicidas em mistura com a aplicacdo de graminicidas é um exemplo
de interagdes antagbnicas. H& estudos que mostram antagonismo entre os herbicidas do grupo
das imidozalinonas (imazethapyr, imazapic e imazapyr) misturados com os herbicidas
cyhalofope e profoxydim para o controle de capim-arroz (MATZENBACHER et al, 2015).
Também foi observado antagonismo entre inibidores da enzima 2,4-D e clodinafope, para a
espécie L. multiflorum (TREZZI et al., 2007). Leal et al. (2020) em experimentos aplicando
2,4-D com haloxifope em mistura ou em intervalos de 3, 6 e 12 dias entre os herbicidas,
concluiram que ha antagonismo entre 2,4-D e haloxifope para o controle de plantas de D.

insularis.
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Alguns estudos sugerem que a agdo negativa causada pelo 2,4-D sobre os inibidores da
acetil co-enzima A carboxilase (ACCase) ocorre pelo fato deste atuar de forma semelhante a
um “safener” ou protetor na planta daninha (HAN et al., 2013; YU et al., 2014)). Os protetores
sdo produtos que atuam diminuindo a sensibilidade de espécies vegetais a certos herbicidas,
pois interferem no metabolismo através do aumento de enzimas envolvidas na metabolizacéo
das moléculas dos herbicidas (DUHOUX et al., 2017).

Entre enzimas que atuam na protecéo de plantas estd o complexo citocromo P450 (P450)
que € um complexo de heme proteinas localizadas no reticulo endoplasmatico rugoso nas
células vegetais (REICHHART et al., 2000), sua fungdo € na metabolizacdo de agentes
quimicos exdgenos, incluindo os herbicidas (YU et al., 2014; CHEN et al., 2017). O complexo
citocromo P450 atua inibindo a acdo de herbicidas devido oxidacdo, hidroxilacdo ou
desealquilacdo em moléculas hidrofdbicas, transformando-as hidrossollveis e facilitando a
degradacdo destas nas plantas (REICHHART et al, 2000). O complexo citocromo P450 possui
varias espécies de enzimas como por exemplo as monooxigenases, esterases, amidases,
arilacilamidases e nitrilases (KREUZ et al., 1996; COLEMAN et al., 1997; VAN EERD et al.,
2003; OGLIARI et al., 2014). O complexo citocromo P450 apresenta uma grande quantidade
de isoformas. O numero e o tipo destas isoformas irdo variar de acordo com a espécie vegetal
estudada (WERCK-REICHHART et al., 2000).

O complexo P450 ndo atua sozinho no processo de degradacdo de moléculas toxicas,
tendo ainda a acdo da enzima glutationa S-sintetase (GST), glicosiltransferases, dos
transportadores ABC e de enzimas presentes no vacuolo das células vegetais (YUAN et al.,
2006). Apos a oxidacao das moléculas toxicas por enzimas do complexo citocromo P450 (fase
I do processo de metabolizagdo), as enzimas GT e GST podem catalisar a conjugacdo de
sacarose (GT) e glutationa ou homoglutationa (GST) sendo esta etapa a fase Il (YU e POWLES,
2014). Apos a acdo destas enzimas, os transportadores ABC transportardo a molécula apds
processo de conjugacdo para o vactolo ou para os espacos intercelulares (fase 111), onde serdo
facilmente degradadas (fase I1VV) (DALAZEN et al., 2016).

Pesquisas relatam a atividade do complexo citocromo P450 na metabolizacdo do
herbicida fluazifop-p-butil em Digitaria sanguinalis (HIDAYAT e PRESTON, 2001), diclofop
em Lolium rigidum (BRAVIN et al., 2001; YU et al.,2013) e dos herbicidas diclofop e fluazifop
também para L. rigidum (COCKER et al, 2001). Em Alopecurus myosuroides ha suspeita de

que o complexo citocromo P450 tenha atuado na detoxificagdo de moléculas de haloxifope e
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clodinafop (LETOUZE et al, 2003) e metabolizacdo da molécula de fenoxaprop-P-ethyl em
Alopecurus japonicus (CHEN et al., 2018).

A base dos estudos relatados acima ¢ a utilizacdo de inibidores enzimaticos como o
aminobenzotriazole (ABT) e os inseticidas organofosforados butoxido de piperonila (PBO) e
malation, sendo este Ultimo o mais utilizado (YU et al, 2014). O malation atua na inibicéo de
algumas enzimas do complexo citocromo P450. Quando este inseticida é oxigenado por
enzimas do complexo, liberam um &tomo de enxofre, o qual é um dos constituintes das
moléculas dos organofosforados, que ira ligar-se na estrutura quimica da proteina, ocasionando
em uma mudanca de conformacdao levando a sua inativagao ou até mesmo a sua destruicdo, caso
haja o tratamento simultdneo com um herbicida (REICHHART et al., 2000; YASOUR et al.,
2006; DALAZEN et al., 2018).

As associacdes entre herbicidas em mistura ou em aplicagcdes sequenciais podem causar
a ativacédo de enzimas protetoras devido a acdo de um dos herbicidas. De acordo com Han et
al., (2013), observaram o aumento da atividade de enzimas detoxificadoras pela influéncia do
2,4-D aplicado com diclofop sobre plantas de L. rigidum. A acdo de enzimas no processo de
detoxificacdo € um processo que ocorre naturalmente em diferentes espécies, como observado
na cultura do trigo (Triticum aestivum) a qual é tolerante ao herbicida diclofop por rapida
metabolizacdo do herbicida (SHIMABUKURO et al., 1987; HAN et al., 2013).

O estudo do metabolismo de pesticidas nas plantas é necessario para o desenvolvimento
destes produtos, tanto para a seguranca como para o seu uso eficiente (VAN EER et al., 2003).
Somado a estas informacdes, ainda ndo foram registrados estudos referentes a metabolizacéo
de ACCase em detrimento da utilizag&o de 2,4-D em capim-amargoso.

Os herbicidas inibidores da ACCase controlam o capim-amargoso (GEMELLLI et al.,
2012; GEMELLI et al., 2013), porém quando associados ao herbicida 2,4-D, perdem eficiéncia
(GEMELLIetal.,2013; ZOBIOLE et al., 2016). Neste caso, ha a suspeita de que este fendbmeno
ocorra pelo aumento das enzimas constituintes do complexo P450 em funcdo da acdo do
herbicida 2,4-D nas plantas que s&o naturalmente tolerantes a este herbicida, fazendo com que
haja metabolizacdo do herbicida ACCase.

Diante do exposto, objetiva-se nesse trabalho investigar o efeito de inibidores de
enzimas do complexo citocromo P450 no controle de plantas de D. insularis sob agdo de
misturas de herbicidas inibidores da ACCase e 2,4-D.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento em casa de vegetacao

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo localizada na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro — Seropédica, RJ (-22°45°39°’S, -43°42°00°’N), no periodo
compreendido entre janeiro de 2019 a dezembro de 2019.

Foi realizado um experimento (EI) com replicata (experimento Il - EIl) em que as
sementes de capim-amargoso foram adquiridas pela empresa Agro Cosmos, localizada em
Engenheiro Coelho, Sao Paulo. Em testes realizados pelo grupo de Pesquisa e Plantas Daninhas
no Ambiente (PDPA), foi observado que as sementes apresentavam uma populacdo mista,
havendo sementes de plantas provenientes de populacdo suscetivel e de bidtipos resistentes ao
herbicida glifosato.

No experimento | (El) a semeadura ocorreu no dia 17 de janeiro de 2019 e no
experimento Il, em 27 de setembro de 2019.

Foram utilizados vasos com capacidade de 1000 cms3, sendo preenchidos com uma
mistura de solo argiloso e arenoso na proporgdo 1:1 (Tabela 1). A mistura entre os tipos de
solos e suas proporcoes foram definidos a partir de testes anteriores, sendo possivel observar
que a combinacéo utilizada apresentou os melhores resultados.

Tabela 1. Anélise quimica de solo utilizado nos experimentos. Seropédica, RJ.

Prof Na Ca Mg K H+Al Al S T V. m n pHagua Corg P K

(cm) Cmolc /dm3 % 1:25 % mg/L

0-40 0046 29 14 012 39 0 4466 8,366 53 0 0,549844609 57 0,78 42 46

As plantas de capim-amargoso foram adubadas semanalmente com adubo NPK 5-20-
20 e ureia para suprir as necessidades nutricionais das plantas de capim-amargoso. As irrigacoes
foram realizadas diariamente mantendo o solo proximo a capacidade de campo.

Quando as plantas atingiram o estadio de 2-4 folhas (aproximadamente 15 dias apds a
emergéncia no experimento | e 8 dias apos a emergéncia em EII), foram realizados os desbastes
para selecionar as plantas de maior vigor, mantendo uma planta por vaso as quais foram

conduzidas até o florescimento.
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No experimento | (El), as plantas de capim-amargoso alcangaram o florescimento com
51 dias apds a emergéncia. Ja na replicata (Ell), as plantas atingiram o florescimento em
aproximadamente 33 dias ap0s emergéncia.

Apds as plantas de capim-amargoso atingirem o florescimento, iniciaram-se as
aplicacdes dos herbicidas no dia 15 de abril de 2019 (EI) e 18 de novembro de 2019 (EIll). O
malation foi aplicado duas horas antes da aplicacédo dos herbicidas, de acordo com trabalhos de
DALAZEN et al. (2016) e DALAZEN et al. (2018).

O delineamento experimental adotado nos dois ensaios foi de casualizacdo por blocos
(DBC) com quatro repeticdes em esquema fatorial 14x2+5, sendo o fator A constituido pela
testemunha e os herbicidas 2,4-D (DMA sal-dimetilaminda 1005 g e a. hal), cletodim (Select®
108 g ia. ha') e haloxifope-p-metilico (Verdict R®62,4 g i.a. ha'l), aplicados de forma isolada,
em mistura ou em intervalos de 3, 6 e 12 dias antes da aplicacdo de 2,4-D e a aplicacdo de 2,4-
D 3 dias apo6s a aplicacdo dos graminicidas (cletodim e haloxifope). O fator B constituido pela
presenca ou auséncia de malation (1000 g ia. ha) e os tratamentos adicionais, constituidos
pelas misturas de 2,4-D, cletodim ou haloxifope com malation, e a mistura tripla de 2,4-D,
malation, cletodim ou haloxifope (Tabela 2). Foi adicionado 6leo mineral 0,5% nos tratamentos

em que havia a presenca de inibidores da ACCase.

Tabela 2. Fluxograma dos herbicidas aplicados e suas associagdes e suas respectivas siglas de
identificacdo dos experimentos | (EI) e sua replicata (EIl). Seropédica/RJ — 2019.

El/EI

Tratamento S/ Inib_ C/Inib
1 Testemunha T m
2 24D D Dm
3 Haloxifope H Hm
4  2,4-D + Haloxifope DH DHm
5 2,4-D sequido de Haloxifope DsH DsHm
6 2,4-D - Intervalo de 3 dias - Haloxifope D3H D3Hm
7 Haloxifope — Intervalo de 3 dias — 2,4-D H3D H3Dm
8 2,4-D - Intervalo de 6 dias - Haloxifope D6H D6Hm
9  2,4-D - Intervalo de 12 dias - Haloxifope D12H D12Hm
10 Cletodim C Cm
11  2,4-D + Cletodim DC DCm
12 2,4-D seguido de Cletodim DsC DsCm
13 2,4-D - Intervalo de 3 dias - Cletodim D3C D3Cm
14  Cletodim — Intervalo de 3 dias — 2,4-D C3D C3Dm
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15 2,4-D - Intervalo de 6 dias - Cletodim D6C D6Cm

16 2,4-D - Intervalo de 12 dias - Cletodim D12C D12Cm
17 2,4-D + Malation DM
18 2,4-D + Cletodim + Malation DCM
19 Cletodim + Malation CM
20 2,4-D + Haloxifope + Malation DHM
21 Haloxifope + Malation HM

Os intervalos adotados foram pré-estabelecidos de acordo com resultados obtidos por
LEAL et al., (2018), em que foi observado que nos intervalos de até 12 dias entre as aplicacdes
de 2,4-D e haloxifope e a aplicacao de 2,4-D trés dias ap6s a aplicacdo de haloxifope, resultaram
em antagonismo.

A dose de malation utilizada (1000 g ia. hal) é a dose recomendada por bula do
inseticida, além de ter apresentado eficiéncia com relacéo a inibicdo de enzimas do complexo
citocromo P450 como observado em estudo realizado por Dalazen et al., (2016) em plantas de
E. crus-galli resistentes ao herbicida imazethapyr.

Todas as aplicacbes foram realizadas no periodo da manhd@ com pulverizador costal
pressurizado por CO», equipado com uma barra contendo quatro pontas do tipo TT 110.02,
operando na presséo de 40 psi, aplicando volume de calda de 150L ha™, nas condi¢Oes descritas

na tabela 3.

Tabela 3. Descri¢do das condicBes climaticas no momento da aplicacdo dos herbicidas nos
experimentos El e Ell, Seropédica/RJ, 2019.

El
Variaveis Dias de aplicacdo
12 6 3 0
Temperatura (°C) 24,8 28,3 31,0 29,4
UR (%) 53,9 69,9 81 62,5
Vento (Km.h') 1,3 1,8 1,2 2,2
Ell
Temperatura (°C) 24,2 25,7 23,4 22,6
UR (%) 67,5 70,9 89,7 89,4
Vento (Km.h') 2,9 1,6 31 2,5
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12 dias 6 dias 3 dias Aplicacgéo geral

2 horas 2 horas 2 horas 2 horas
| = g
B A v v
Malation*  2,4-D** Malation 2.4-D  Malation 2,4-D Malation 2.4-D
ACCase*** ACCase

2,4-D+ACCase
2,4-D seq ACCase
2,4-D+Mal.+ACCase
2,4-D + Malation
ACCase+Malation

*Inibidor Malation (1000 g ha); ** DMA sal dimetilamina (1005g ea. hal); ***foram utilizados dois herbicidas do grupo
ACCase: FOP (Verdict®- 62,4 g i.a. hal); DIM (Select® 108 g ia. ha?) acrescidos de adjuvante de 6leo mineral a 0,5%.

Figura 1. Esquema das aplicacdes dos tratamentos no capim —amargoso. Seropédica/RJ, 2019.

De acordo com o levantamento climatico através dos dados cedidos pelo INMET, durante toda
a conducdo do experimento | (fevereiro a junho), as temperaturas minimas e maximas apresentaram
uma meédia de 23,8 e 24,7 graus celsius respectivamente. A umidade relativa minima e maxima foi de
76,2% e 80,2%, respectivamente. Durante o experimento Il (setembro a dezembro), as médias das
temperaturas minimas e maximas foram de 23,4 e 24,4 graus celsius respectivamente, com médias em

relagdo a umidade relativa minima e méxima de 71,4% e 76,5%, respectivamente.

3.1.1. Variaveis-resposta

3.1.1.1. Avaliacéo visual

As avaliacGes de porcentagem de controle do capim-amargoso apds aplicacGes dos
herbicidas foram realizadas através de escala visual de injuria das plantas, que varia de 0 a
100%, aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos (DAA), onde 0% representa
a auséncia de sintomas e 100% a morte da planta (FRANS, 1986).

As médias dos dados obtidos ap6s as avaliacGes foram agrupados em faixas de controle
pré-definidos em que foram classificadas da seguinte forma: 1 — Nenhum controle (0 a 10%);
2 — controle baixo (11 a 20%); 3 — controle regular (21 a 40%); 4 — controle mediano (41 a
60%); 5 — controle bom (61 a 80%); 6 — controle muito bom (81 a 90%); 7 — controle alto (91
a 100%).
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3.1.1.2. Fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorémetro
portatil (HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK) aos 7, 14 e 35 dias apds a aplicacédo
dos tratamentos. Os clipes utilizados para estas medi¢des foram colocados no ter¢co médio de
folhas jovens completamente expandidas, no periodo da manha, e as medicGes foram realizados
20 minutos apds a adaptacao das folhas ao escuro. A emissao de fluorescéncia foi induzida em
uma area de 4 mm de diametro da folha pela exposicdo da amostra a um pulso de luz saturante
numa intensidade de 3.000 pmol m? s, A partir da curva de emisséo de fluorescéncia transiente
obtida apds o primeiro pulso, as intensidades determinadas a 50 ps (fluorescéncia inicial - F0),
100, 300us, 2 (FJ) e 30 (FI) ms e FM (fluorescéncia maxima), foram utilizadas para o célculo
dos parametros (Tabela 5) estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995;
YUSUF et al., 2010).

Tabela 4. Parametros do Teste JIP (STRASSER et al., 2004, adaptado de YUSUF et al., 2010).

Atividade especifica por centro de reacgdo (RC)

ABS/RC = My (1/Vy) (1/pPo) Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de absor¢do por RC

TRo/RC = Mg (1/V3) Maxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC resultando em uma
reducdo da plastoquinona (Qa)

DIo/RC = (ABS/RC) — (TRo/RC)  Razdo de dissipacéo total de energia de excitagdo ndo capturada do total de RC,
sendo a dissipacao neste caso a perda de energia na forma de calor

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

©Po = TRo/ABS = Fv/Fu Rendimento quéntico maximo fotoquimico

oo = ETo/ABS Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa” para o intersistema de
aceptores de elétrons

oro = RE(/ABS Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa para o aceptor final de

elétrons do FSI

indices de desempenho

Plie = 2 ( Pro ) oS ( Wo ) _ RC TR, _ETo indice de desempenho fotossintético
ABS ™ ABS ~ \10S¢p, 10%,/ ~ ABS = DI, = 1TSET, (conservacao de energiaa partir do
éxcitonpara a redugdo dos aceptores de
elétrons do intersistema)
8 indice de desempenho fotossintético total
Pliotal = Plaps BS Fgo) (conservacéo de energiaa partir
deéxcitonpara a reducgdode aceptoresfinais
do FSI)
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3.1.1.3. Analise de Massa Seca

Aos 35 DAA, foram realizadas as coletas das plantas, para analise de massa seca da parte aérea
(MSPA). As amostras de plantas coletadas foram colocadas separadamente em sacos de papel
e transferidas para uma estufa de circulacdo forcada de ar em temperatura de 655 °C até
atingirem massa constante, e posterior mensuracdo da massa seca da parte aérea (MSPA) em

balanca analitica.

3.1.1.4. Anélise estatistica

Os dados de porcentagem de controle, fluorescéncia transiente da clorofila a e de massa
seca da parte aérea foram submetidos a anélise de variancia ANOVA (p < 0,05), sendo F
significativo, foram submetidos ao teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Para 0s
dados referentes a fluorescéncia transiente da clorofila a, foram calculados os parametros
estabelecidos pelo Teste JIP (Tabela 5) (STRASSER e STRASSER, 1995; YUSUF et al.,
2010).

Os dados referentes a adicdo de malation na calda de pulverizacdo, por ndo se
enquadrarem no fatorial, foram rodados separadamente com os dados dos herbicidas aplicados
de forma isolada ou em mistura com malation 2 horas antes das demais aplicacdes, sendo

submetidos ao teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.2. Teste de compatibilidade de calda

Para a realizagdo dos ensaios, foram adotadas as metodologias propostas pela norma
NBR 13875:2014 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) a qual especifica o
protocolo para a avaliacdo de compatibilidade fisico-quimica de agrotoxicos e afins, através de
um ensaio estatico e um dindmico.

Os tratamentos utilizados foram os mesmos ultilizados nos experimentos em casa de
vegetacdo, utilizando os herbicidas 2,4-D (DMA sal-dimetilaminda 1005 g ea. ha); cletodim
(Select® 108 g ia. ha*); haloxifope-p-metilico (Verdict® 62,4 g i.a. ha); malation (1000 g ia.
ha!); adjuvante de 6leo mineral a 0,5%; 2,4-D + haloxifope, 2,4-D + cletodim; 2,4-D +
malation; haloxifope + malation; cletodim + malation; 2,4-D + haloxifope + malation e 2,4-D
+ cletodim + malation. Os tratamentos contendo os graminicidas, foram adicionados o

adjuvante de 6leo mineral na calda.
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Para a realizagdo do ensaio estatico, foram utilizadas provetas graduadas com
capacidade de 250 mL. Em cada proveta, foram adicionados 150 mL de &gua pH (6,51), logo
apos, foram adicionados os demais componentes da calda de acordo com a ordem estabelecida
de mistura dos produtos, sendo adicionado primeiro 0 malation, seguido dos graminicidas e por
ultimo, o adjuvante. Ao adicionar cada produto na calda, foi realizado agitacéo, invertendo a
proveta vedada com tampa 10 vezes em 180° a cada 2 segundos para garantir uma correta
homogeneizacdo. Apds a adi¢do dos produtos, foi completado com &gua o restante do volume
com agua.

As avaliacdes foram feitas imediatamente apds o preparo das caldas, além de 2, 6 e 24
horas de repouso apos cada agitacdo, mantendo-se as provetas livres de vibragdes e incidéncia
direta de raios solares. Apds cada periodo de repouso, foram realizadas as analises do aspecto
da mistura. Em seguida uma nova agitacdo era realizada, conforme descrito anteriormente,
deixando em repouso por 10 minutos para estabilizacdo, permitindo a re-avaliacéo.

Os parametros avaliados na mistura foram: presenca (+) ou auséncia (-) de
homegeneidade/heterogeneidade da calda; formacéo de floculos; sedimentos; espuma; creme;
cristais; grumos; separacdo de fases e de 6leo. Em cada avaliacdo, as caldas eram despejadas
em peneiras com malha de 149 mesh para avaliar a formacao de grumos.

Para o0 ensaio dindmico, foram utilizados Beckers com capacidade de 400 mL, seguindo
0 mesmo protocolo do ensaio estatico. Apos preparacdo das caldas, os beckers foram alocados
em uma mesa agitadora a 102 rpm por 2 horas. Apos este periodo, as caldas repousaram por 10

minutos para avaliacdo do aspecto da mistura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre o experimento | (El) e sua replicata (Ell). A respeito dos
tratamentos, houve diferenca estatistica entre os tratamentos nas avali¢des de controle visual
(exceto aos 7 DAA no EIl), massa seca da parte aérea e fluorescéncia transiente da clorofila a.
Houve interacdo estatistica em todas as avaliacdes realizadas (exceto os resultados de % de
controle aos 7 DAA no EI) entre inibidor e os herbicidas em El e EII.

Verificou-se, para porcentagem de controle do capim-amargoso, aos 7 dias apds as
aplicagdes no experimento El (Figura 2A), que ndo houve diferenca entre os tratamentos,
estando todos na mesma faixa de controle (0-10%). Em EIIl (Figura 2B), apenas os tratamentos
C3D, H3D e DC apresentaram faixas de controles superiores aos demais tratamentos, sendo o

ultimo com faixa de controle superior a 21%.
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Médias obtidas pelo teste SK a 5% de probabilidade, agrupadas em faixas de controle: 1 — Nenhum controle; 2 — controle baixo; 3 — controle
regular; 4 — controle mediano; 5 — controle bom; 6 — controle muito bom; 7 — controle alto. D — 2,4-D; s — aplicagéo seguida; 3, 6 e 12 —
intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Figura 2. Sintoma visual e faixa de controle aos 7 e 14 dias apos a aplicacdo dos herbicidas
(DAA) em plantas de capim-amargoso em florescimento nos experimentos EI (A e C) e Ell (B
e D). Seropédica/RJ, 2019.
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Verificou-se sintomas iniciais graminicidas em folhas do capim-amargoso,
caracterizados por leve amarelecimento das folhas e pequenos tragcos de arroxeamento. Os
sintomas iniciais em plantas submetidas aos inibidores da ACCase sdo cloroses seguidas de
arroxeamentos das folhas mais novas. A ocorréncia destes sintomas ocorre entre 7 e 10 dias
(BOGER et al, 2002).

Aos 14 DAA (Figura 2), verificou-se evolugdo nos sintomas apresentados pelas plantas
de capim-amargoso, com controle superior a 10%. Em EI (Figura 2C), o maior controle foi
observado em plantas submetidas ao tratamento D12C (controle superior a 41%). Na replicata
aos 14 DAA (Figura 2D), os tratamentos H, D3H, H3D, C3D e D6C também apresentaram
superioridade no controle do capim-amargoso, com uma faixa variando de 41 a 60% de
controle.

A partir dos 14 DAA foi possivel observar em algumas plantas a morte do meristema
apical (Figura 3), o qual é um sintoma caracteristico dos herbicidas inibidores da enzima
ACCase em gramineas (DEFELICE et al., 1989; BARROSO et al., 2010).

Figura 3. Escala de evolugdo dos sintomas dos herbicidas inibidores da ACCase entre os
periodos de 7 a 21 dias apo0s as aplicagdes (DAA). Seropédica/RJ, 2019.

Os sintomas de arroxeamento e morte do meristema apical ocorre pelo fato da inibicéo
das enzimas ACCase, ndo havendo formacdo de malonil-CoA, o qual é um composto
intermediario para a formagao de lipideos, os quais sdo essenciais nas estruturas de membranas
e paredes celulares (ALMEIDA e RODRIGUES, 1985; KUKORELLI et al, 2013). Logo, com
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a reducdo de lipideos para a constituicdo dos tecidos, as regifes meristeméticas sdo as mais
afetadas, pois séo locais de crescimento e desenvolvimento celular.

A observacdo da morte do meristema apical das plantas de capim amargoso elevou as
notas de porcentagem de controle, corroborando com estudos ja realizados, os quais utilizaram
herbicidas inibidores da ACCase como cletodim e haloxifope em D. insularis (BARROSO et
I, 2010; MELO et al., 2012; ZOBIOLE et al., 2016; GILO et al., 2016).

Os sintomas mais avancgados e caracteristicos dos herbicidas inibidores da ACCase
demoraram a aparecer possivelmente devido ao estadio fenologico avancado das plantas de
capim-amargoso, as quais apresentam rizomas que podem diminuir a translocacao de herbicidas
(MACHADO el al., 2008).

Em ambos os experimentos, apesar das plantas ndo apresentarem, em alguns
tratamentos os sintomas visuais, é possivel observar a acdo dos herbicidas e do inibidor
aplicados aos 7 DAA através da analise de fluorescéncia transiente da clorofila a (Figura 4 e
Tabela 5). Houve alteracdo do desempenho fotossintético (Pliwta), da medida do complexo
antena (ABS/RC) e das taxas de dissipacédo total de energia na forma de calor (DI/RC) das
plantas de capim-amargoso submetidas aos herbicidas.

Vale ressaltar que a energia absorvida pelas clorofilas pode ser utilizada para a etapa
fotoquimica da fotossintese e 0 excesso de energia pode ser dissipado na forma de calor ou pode
ser re-emitida na forma de fluorescéncia. Estes trés processos competem entre si, e as respostas
sdo inversamente proporcionais, ou seja, um aumento de uma rota, pode significar na
diminuicdo de outra (MAXWELL e JOHNSON, 2000).
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Figura 4. Fluorescéncia da clorofila a em plantas de Digitaria insularis em florescimento, aos
7 dias apos a aplicacdo dos tratamentos (DAA), submetidas aos herbicidas cletodim, haloxifope
e 2,4-D sal dimetilamina aplicados isoladamente, em mistura ou em intervalos de 3, 6 e 12 dias
em presenga ou ndo do inibidor das enzimas do citocromo P450 (malation) aplicado 2 horas
antes nos experimentos ou em mistura em El (A e B) e Ell (C e D). ABS/RC - Medida do
tamanho aparente do sistema antena; TRo/RC - Maxima taxa de capturagdo de um éxciton pelo
RC, resultando em uma reducdo da plastoquinona (Qa’); DIo/RC - Razéo de dissipacao total de
energia de excitacdo ndo capturada do total; ¢Po - Rendimento quantico maximo fotoquimico;
¢eo - Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa™ para o intersistema de aceptores de
elétrons; @ro - Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa” para o aceptor final de
elétrons do FSI; Plas — Indice de desempenho fotossintético; Plwotar — Indice de desempenho
fotossintético total. Seropédica/RJ, 2019.
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Figura 5. Fluorescéncia da clorofila a em plantas de Digitaria insularis em florescimento, aos
14 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAA), submetidas aos herbicidas cletodim,
haloxifope e 2,4-D sal dimetilamina aplicados isoladamente, em mistura ou em intervalos de 3,
6 e 12 dias em presenca ou ndo do inibidor das enzimas do citocromo P450 (malation) aplicado
2 horas antes nos experimentos ou em misturaem El (A e B) e Ell (C e D). ABS/RC - Medida
do tamanho aparente do sistema antena; TRo/RC - Maxima taxa de capturacdo de um éxciton
pelo RC, resultando em uma reducdo da plastoquinona (Qa’); DIo/RC - Razéo de dissipacao
total de energia de excitacdo ndo capturada do total; ¢Po - Rendimento quantico m&ximo
fotoquimico; @eo - Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa™ para o intersistema de
aceptores de elétrons; gro- Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa™ para o aceptor
final de elétrons do FSI; Plas — Indice de desempenho fotossintético; Plota — Indice de
desempenho fotossintético total. Seropédica/RJ, 2019.
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Tabela 5. Desempenho fotossintético total (Pliwtar) € dissipacéo total de energia na forma de
calor (DI/RC) aos 7 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos (DAA) em plantas de capim-
amargoso em pleno florescimento, submetidas aos tratamentos nos experimentos em El e EIl.

Seropédica/RJ, 2019.

7 DAA-EI 7 DAA-Ell

ID Plota DI/RC Pliotal DI/RC
Cl/ inib S/ inib Cl/ inib S/ inib Cl inib S/ inib Cl/ inib S/inib
T 090Aa [087Aa |069Ae |067Ad [031Ab |021Bb |155Ad |1,72Ad
D 0,70Ab |[056Ab |080Ad |084Ac |[027Ac |027Aa |148Ad |145Ad
H 051Ac [054Ab |100Ac |095Ab [023Bc |033Aa |184Ad |140Ad
DH 0,39Bc [ 060Ab |096Ac |084Ac [023Ac |020Ab |[168Ad |228Ad
DsH |029Bc [057Ab |100Ac |090Ab [015Bd |022Ab |227Ac |168Ad
D3H 032Ac [033Ad |[118Ab |124Aa |025Ac |0,19Ab |162Ad |163Ad
H3D | 038Ac |049Ac |[122Ab |097Bb |039Aa |008Bd |143Bd |289Ac
DéH 056 Ab | 045Ac |087Ad |093Ab |014Ad |014Ac |248Ac | 246Ac
D12H | 065Ab |0,72Aa |084Ad |08LAc |000Bf |020Ab |455Aa |2,00Bd
C 039Ac [053Ab |108Ac |1,00Ab [017Ad |019Ab |240Ac |1,89Ad
DC 031Ac |020Ad |102Ac |[113Aa |[010Ad |[014Ac |[226Bc |3,59Ab
DsC | 030Ac |027Ad [105Ac |119Aa |007Ae |007Ad |477Aa |274Bc
D3C | o0,77Aa |0,70Aa | 082Ad |087Ab |007Ae |003Ad [293Bb |763Aa
C3D | 022Ac |038Ac |154Aa |119Ba |023Ac |013Bc |145Ad |1,78Ad
D6C | 043Ac |037Ac |1,03Bc [123Aa |011Ad |008Ad |[232Bc |317Ab
D12C | 065Bb |082Aa |064Ae |072Ad |020Ac |0410Bd |3,03Ab |246Ac

cv 23,7 9,84 23,25 19,55

Médias com letras iguais na coluna (minusculas) ou na linha (maitsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicagdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicacdes; C- cletodim.
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Tabela 6. Desempenho fotossintético total (Pliwotar) € dissipacéo total de energia na forma de
calor (DI/RC) aos 14 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos (DAA) em plantas de capim-
amargoso em pleno florescimento, submetidas aos tratamentos nos experimentos El e ElI.
Seropédica/RJ, 2019.

14 DAA - El 14 DAA - ElI
ID Pltotal DI/RC Pltotal DI/RC
Clinib S/ inib Cl/ inib S/ inib Clinib S/ inib Clinib S/ inib
T 1,19Aa [083Bb |[0,70Ae [074Ac [033Ac |[037Ab [123Ae |[1,02Ag
0,70Ab | 0,70Ac | 084Ad |070Ac | 039Ab [029Bc |097Be |1,30Af
H 0,3 Ad 044Ad |165Ab |128Bb |022Ad |018Ae |1,72Ad |172Ae
DH |041Bc |074Ac |114Ac |082Bc | 023Ad [018Ae |156Ad |1,63Ae
DsH |072Ab |068Ac |0,78Ae | 0,77 Ac 050Aa |045Ba | 1,05Ae |0,95Ag
D3H |046Bc |087Ab [095Ad [071Bc  [029Ac |021Bd |124Be |151Ag
H3D | 0,77Ab | 068Ac |074Ae |0,77 Ac 027Bc | 0,35Ab | 143Ad | 132Af
D6H |057Ac |038Bd |[135Ac |[143Ab |[011Af |007Ag |235Bc |297Ab
D12H | 027Bd |[046Ad |204Aa |[176Aa |017Ae |011Bf |228Bc |372Aa
c 020Bd | 052Ad |187Aa |122Bb |016Ae |014Ae |205Bc |253Ac
DC |060Ab |035Bd |131Ac |129Ab |014Bf |023Ad |223Ac |237Ac
DsC | 067Ab [041Bd |083Bd |1,39Ab [017Ae |O013Af |[270Ab | 238Bc
D3C |080Bb |106Aa |059Be |064Ac |022Ad |015Be |153Bd | 1,93Ad
C3D |[043Bc | 087Ab |112Ac |0,70Bc |[025Ad |018Be |142Ad | 161Ae
D6C | 049Bc | 074Ac |097Ad |067Bc | 009Af |008Ag |251Ab |241Ac
D12C | 035Ad |034Ad |185Aa |[140Bb |[005Ag |005Ag |348Ba |387Aa
cv 18,73 14,94 16,32 9,66

W)

Médias com letras iguais na coluna (minusculas) ou na linha (maitsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicagdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicacdes; C- cletodim.

Os resultados de fluorescéncia obtidos nas avaliagdes de 7 DAA em ambos 0s
experimentos (EI e EIl) corroboram com estudos realizados por Wang et al., (2016), os quais
relataram a reducdo de Fv/Fm em plantas de Alopecuros myosuroides tratadas por clodinafop
aos trés dias apos as aplicagdes.

Aos 14 DAA (Figura 5 e Tabela 6), ha um aumento mais acentuado na dissipacao de
calor e diminuicdo da atividade fotoquimica em relacdo aos 7 DAA (Figura 4). As alteracdes
no metabolismo das podem ser explicadas pelo fato dos herbicidas inibidores da ACCase serem
sistémicos, 0 que garante um avango no quadro sintomatoldgico na planta como um todo, logo,
uma maior alteracdo no metabolismo das plantas, o que reforca os aumentos dos sintomas
visuais ocasionados pelos herbicidas nas plantas de capim-amargoso (Figuras 2 e 3).

De modo geral, 0 aumento em DI/RC, pode estar relacionado a uma resposta das plantas

para evitar que o excesso de energia acumulada no centro de reagdo ndo cause a formagéo de
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espécies reativas de oxigénio (SZABO et al., 2005). O aumento de DI/RC pode estar atrelado
ao aumento no tamanho aparente do complexo antena (ABS/RC) e do fluxo de energia
capturada (TRo/RC), o que indica elevagdo de energia capturada pelo centro de reacdo (RC)
(CASTROetal., 2011). Lu et al., (2001) sugere em seus estudos que a deficiéncia de nitrogénio
em plantas de milho e trigo pode ocasionar na inativacao de pelo menos uma fracdo dos centros
de reagéo, tendo como consequéncia, um aumento de ABS/RC e TRO/RC.

De acordo com Christen et al., (2007), as plantas aumentam o tamanho do seu complexo
antena para compensar as perdas de energia na forma de calor. Porém, com o aumento do
tamanho aparente do complexo antena de ABS/RC, maior quantidade de energia proveniente
da luz solar é captada pela planta (TRo/ RC), havendo um excesso de energia nos centros de
reacdo (CASTRO et al., 2011).

Naturalmente, as folhas absorvem os fotons durante o dia, captando uma quantidade
maior do que é necessario para a etapa fotoquimica. Sob condi¢cdes de estresse, com as
condicBes para 0 uso dessa energia pode ser ainda mais limitada, sendo necessario dissipar essa
energia forma de calor (ADAMS et al., 1995; DEMMING-ADAMS et al., 1996).

De acordo com Kalaji et al., (2017), herbicidas inibidores da sintese de lipideos causam
efeitos indiretos na fotossintese através de seus efeitos no metabolismo do carbono ou na
estabilidade das membranas dos tilacdides, afetando consequentemente a atividade
fotoquimica.

Sendo evidentes os sintomas visuais e fisiologicos do capim-amargoso apés aplicacdes
dos herbicidas inibidores da ACCase aos 7 e 14 DAA, aos 21 dias apds as aplicacBes (Figura
6), observa-se um avanco das injdrias nas plantas, com excec¢do dos tratamentos DH e DsH em
El (Figura 6A) e da aplicagéo isolada de malation e 2,4-D em ambos 0s experimentos, 0 quais

ndo causaram nenhuma injuria visual nas plantas, sendo um resultado previamente esperado.
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Meédias obtidas pelo teste SK a 5% de probabilidade, agrupadas em faixas de controle: 1 — Nenhum controle; 2 — controle
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Figura 6. Sintoma visual aos 21 e 28 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos (DAA) em plantas
de capim-amargoso em pleno florescimento, submetidas aos tratamentos nos experimentos El
(AeC)eEll (Be D). Seropédica/RJ, 2019.

Peterson (2015) relata a respeito de pesquisas realizadas a respeito da tolerancia de
monocotileddneas aos herbicidas auxinicos (2,4-D) a qual pode ser dada atraves de varios
fatores como translocacéo reduzida por conta da anatomia vascular, reagdes de hidroxilacdo da
molécula, levando a uma répida degradacdo da mesma pela planta. JA o malation de forma
isolada, ndo tem nenhum efeito sobre as plantas, pois trata-se de um inseticida, ou seja, sua

atuacdo ira afetar somente insetos alvos.
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Aos 21 DAA, algumas plantas apresentaram rebrotes (Figura 7), como observado em
DH e DC, o que diminuiu o controle das plantas quando comparados com as notas obtidas aos

14 DAA, em que ndo havia rebrotes nas plantas.

Figura 7. Exemplo de rebrotes em fase inicial (A) e em fase mais avancada (B) de Digitaria
insularis apds tratamento de herbicidas graminicidas. Seropédica/RJ, 2019.

Os rizomas sdo ricos em amido, apresentando muitas gemas, 0 que permite que as
plantas, apds sofrerem um estresse, rebrotem, como observado por MACHADO et al., (2008),
0s quais constataram rapida rebrota das plantas de capim-amargoso apds rocada. A partir do
momento que a planta cresce e rebrota, ocorre reducédo no controle de aproximadamente 50%,
o que dificulta a morte de plantas em estagios mais avangados (PROCOPIO et al., 2006;
GAZOLA et al., 2016).

Ainda no experimento | (Figura 6A), o tratamento D12C foi o Unico que apresentou
controle considerado elevado sobre o capim-amargoso, alcancando uma porcentagem acima de
92%. Para 0s demais tratamentos avaliados, a faixa média de controle foi inferior a 65%,
considerado um controle intermediario das plantas (ndo satisfatorio).

J& na replicata (Figura 6B), a faixa média de controle ficou entre 61 a 80% (controle
bom), com excecéo das misturas entre 2,4-D e os inibidores da ACCase (cletodim e haloxifope),
0s quais apresentaram uma faixa de controle inferior (41 a 60%).

Vale ressaltar que aos 21 dias apo6s as aplicacGes, € um periodo considerado curto para
as plantas de capim-amargoso apresentarem sintomas mais avancados dos herbicidas, ndo
permitindo maiores constatacdes em relacao a efetividade entre os tratamentos utilizados.

Aos 28 DAA (Figura 6), é possivel observar tratamentos 0s quais conseguiram atingir

um alto controle do capim amargoso, sendo as aplicagdes de H, DC, D6H e D12C, os quais
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apresentaram um controle igual ou superior a 90%. Em EII, os tratamentos obtiveram uma faixa
média de controle entre 61 a 80%.

Tratamentos como DH, DsH, DsC, D3C e D6C em EI (Figura 6C) apresentaram
nenhum controle do capim-amargoso. Estes comportamentos foram contrarios quando
comparados com os dados obtidos em EIl (Figura 6D), em que 0s mesmos tratamentos
apresentaram controle maior que 50%. Apesar de ja se conhecer 0 comportamento antagdnico
entre 2,4-D e 0s graminicidas, estudos mostram um controle maior dos que foram observados
neste experimento. Leal et al., (2020), por exemplo, observaram controle de D. insularis
proporcionado pela mistura de 2,4-D com haloxifope em 20% aos 35 dias.

Nas avalia¢Oes aos 35 dias ap0s as aplica¢fes no experimento | (Figura 8A), observa-
se que a aplicacdo isolada de haloxifope (H) controlou 100% das plantas de capim-amargoso e
as aplicacdes de 2,4-D em mistura com cletodim (DC), a aplicacdo de 2,4-D trés dias ap0s as
aplicacdes de cletodim (C3D) e a aplicacdo de cletodim doze dias ap6s a aplicacdo de 2,4-D
apresentaram um controle alto do capim-amargoso, ou seja, apresentaram uma faixa de controle

maior que 90%.
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Meédias com letras iguais na coluna (mindsculas) ou na linha (mailsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. Faixas de controle: Nenhum controle; 2 — controle baixo; 3 — controle regular; 4 — controle mediano; 5 —
controle bom; 6 — controle muito bom; 7 —controle alto. D — 2,4-D; s— aplicacdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagoes;
C- cletodim.

Figura 8. Sintoma visual aos 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAA) e massa seca da
parte aérea (MSPA) em gramas das plantas de capim-amargoso em pleno florescimento,
submetidas aos tratamentos nos experimentos El (A e C) e Ell (B e D). Seropédica/RJ, 2019.

Janareplicata (Figura 8B), os tratamentos apresentaram uma faixa de controle variando
entre bom e muito bom (61 a 80 e 81 a 90%, respectivamente, pela escala ALAM),

Em EI, aplicacéo isolada de cletodim, apresentou um controle muito baixo do capim-
amargoso, diferentemente do comportamento observado em EIll, em que as plantas submetidas
a este mesmo tratamento obtiveram controle de 85%. Os dados referentes a aplicacdo isolada
de cletodim em EI, entram em conformidade com Melo et al., (2012), os quais observaram um

controle de 12,5% aos 35 DAA apdés aplicacdo isolada de cletodim em plantas de capim-
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amargoso com 4 a 5 perfilhos, ou seja, uma fase fenoldgica inferior ao florescimento, em que
esperava-se controle superior das plantas.

Ja com relagéo ao experimento Il (Ell), os dados (Figura 8B) corroboram com estudos
de Gilo et al., (2016), que verificaram um controle de 80% do capim-amargoso aos 35 dias apds
as aplicacBes de cletodim. Este controle, apesar de apresentar um bom controle, ndo é
considerado efetivo, pois as plantas ainda apresentavam massa verde. Segundo Gemelli et al.
(2012) enfatizam para evitar a aplicagdes em estagios reprodutivos do capim-amargoso, pois
nesta fase, os tecidos estdo mais lignificados, o que diminui a sensibilidade das plantas aos
herbicidas.

Em tratamentos com a aplicagdo de 2,4-D e malation isoladamente, observa-se um
incremento da massa seca das plantas em EI (Figuras 8C e D). Estes resultados podem ter
ligacdo com o aumento do metabolismo como forma de reduzir os efeitos causados pelo
herbicida. Esse aumento no metabolismo vegetal pode ser responsavel pelo maior
crescimento e desenvolvimento das plantas, resultando em maior estatura e acumulo
de massa seca (CEDERGREEN et al., 2007; CALABRESE e BLAIN, 2009).

O herbicida haloxifope, quando aplicado de forma isolada, apresentou eficiéncia no
controle do capim amargoso. Pesquisas realizadas por Barroso (2010) mostram que houve
eficiéncia na aplicacdo de haloxifope (60 g ha?') em diferentes alvos como Brachiaria
decumbens, Brachiaria plantaginea, Digitaria ciliares, Eleusine indica e Cenchrus echinatus.
Aplicacdes de haloxifope sobre D. insularis apresentaram 100% de controle com reducédo de
97% de massa fresca (BARROSO et al., 2014).

Porém, foi possivel observar em ambos os experimentos (El e Ell) que o herbicida
haloxifope quando associado ao 2,4-D, teve sua performance reduzida em até 40%.
Apresentando maiores nimeros e rebrote e atividade fotossintética tendendo a recuperacao.

Leal et al., (2020) avaliaram o controle de Digitaria insularis sob a aplicacdo de 2,4-D
com haloxifope em doses comerciais, e observaram um controle inferior (40%) em relacéo a
aplicagéo isolada de haloxifope, com incremento de aproximadamente cinco gramas na massa
seca. Os autores concluiram que a aplicacdo do graminicida deve ser feita doze dias apds ou
seis dias antes das aplicagOes de 2,4-D. O maior controle constatado foi quando as plantas
estavam com até quatro perfilhos.

Todd et al., (1981), elucidaram o antagonismo entre 2,4-D e diclofop-metil em Avena
fatua. Os estudos além de consolidarem os dados deste experimento, também trazem uma

possivel explicacdo para a interagdo antagbnica entre o0 2,4-D e os graminicidas do grupo dos
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“FOP’s”. Os autores constataram que o 2,4-D reduziu a toxicidade do diclofop sobre as plantas,
diminuindo o movimento de diclofope nas raizes e nos apices de brotagdo. Como ndo houve
niveis suficientes do ingrediente ativo para causar danos aos meristemas, as plantas foram
capazes de recuperarem da acdo fitotdxica causada pelo herbicida.

J& em relacdo ao 2,4-D associado ao cletodim, apresentou eficiéncia quando aplicado
em mistura ou a0 mesmo tempo, apresentando controle maximo de 87,5% a qual foi a média
retirada entre o experimento e sua replicata.

Estes dados entram em conformidade com Barnes et al., (2004) os quais realizaram
misturas entre cloransulam e graminicidas (FOP’s ¢ DIM’s) para o controle de gramineas anuais
como sorghum halepense, Eleusine indica, Digitaria sanguinalis, Setaria glauca, Echinochloa
crus-galli, sendo constatado que a mistura entre cloransulam com fluazifop ou quizalofop
possui antagonismo, ao passo que cloransulam em associacdo ao sethoxidim, ou cletodim,
tiveram um maior desempenho.

Apesar de estudos apontarem que ndo ha diferenca entre cletodim, haloxifope quando
misturados com 2,4-D (LOURENGCAO et al., 2017), mostraram que as médias obtidas pela
mistura entre 2,4-D e cletodim apresentaram maior eficacia no controle do capim-amargoso
quando comparados com a mistura entre 2,4-D e haloxifope.

Este aumento do controle pode estar atrelado a formulacdo do herbicida cletodim
utilizado, podendo ter causado maiores efeitos no controle das plantas. Lourencdo et al., (2017),
observaram diferenca de mais de 10% de controle entre herbicidas do mesmo grupo quimico
(ciclohexanodionas).

Apesar dos herbicidas apresentarem uma boa média no percentual de controle
observados neste trabalho, ndo foram totalmente efetivos no controle do capim-amargoso como
também observado por Gazziero et al., (2011) e Gazola et al., (2016) os quais afirmam também
que plantas de D. insularis em estadios avancados de desenvolvimento, o controle é reduzido
por fatores como formagéo de rizomas com alto potencial de rebrote.

Contudo, neste trabalho observou-se que, apesar de alguns tratamentos alcangarem um
controle acima de 80% (Tabela 10) em apenas uma aplicacdo dos herbicidas, as plantas
apresentaram massa verde, tendo novos fluxos de rebrotes. Neste contexto, a aplicagdo unica
de graminicidas nédo € o suficiente.

Zobiole et al., (2016) mostram que o controle de Digitaria insularis perenizadas em

florescimento ndo foi efetivo quando realizados aplicagOes isoladas de haloxyfop-methyl,
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clethodim, quizalofop e fluazifop associados ao glyphosate. Porém, a aplicacdo sequencial de
graminicidas com glyphosate promoveram reducdo da massa seca das plantas.

Corroborando com os dados de porcentagem de injdrias e massa seca de parte aérea.
pelo teste JIP aos 35 DAA no experimento | (Figura 9A e B e Tabela 7), é possivel observar
recuperacdo do aparato fotossintético de todas as plantas de capim-amargoso em todos 0s
tratamentos, mostrando tendéncia de estabilizacdo da atividade fotossintética e diminuindo a
dissipacédo de energia na forma de calor, com excecdo aos tratamentos D12H com inibidor, H,
D6H, DC, C3D e D12C com e sem inibidor, os quais apresentaram sintomas visuais acima de
95% (Figura 8).
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Figura 9. Fluorescéncia da clorofila a em plantas de Digitaria insularis em pleno
florescimento, aos 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAA), submetidas aos herbicidas
cletodim, haloxifope e 2,4-D sal dimetilamina aplicados isoladamente, em mistura ou em
intervalos de 3, 6 e 12 dias em presenca ou ndo do inibidor das enzimas do citocromo P450
(malation) aplicado 2 horas antes nos experimentos ou em misturaem EI (A e B) e Ell (Ce D).
ABS/RC - Medida do tamanho aparente do sistema antena; TRo/RC - Méaxima taxa de
capturacdo de um éxciton pelo RC, resultando em uma reducéo da plastoquinona (Qa’); DIo/RC
- Razdo de dissipacéo total de energia de excitagcdo ndo capturada do total; ¢Po - Rendimento
quantico maximo fotoquimico; ¢eo - Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa™ para
o intersistema de aceptores de elétrons; @ro - Rendimento quantico de transporte de elétrons de
Qa para o aceptor final de elétrons do FSI; Plaps — indice de desempenho fotossintético; Pliotal
— Indice de desempenho fotossintético total. Seropédica/RJ, 2019.
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Tabela 7. Desempenho fotossintético total (Pliwotar) € dissipacéo total de energia na forma de
calor (DI/RC) aos 35 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos (DAA) em plantas de capim-
amargoso em pleno florescimento, submetidas aos tratamentos nos experimentos El e EII.
Seropédica/RJ, 2019.

35 DAA - El 35 DAA —ElI
ID Pltotal DI/RC Pltotal DI/RC
Cl/inib  S/inib | C/inib  S/inib | C/inib  S/inib | C/inib  S/inib
T 1077Bd | 1,00 Ac | 0,77 Ac | 0,72 Ab | 0,35 Ac | 0,35 Ad | 0,80 Ad | 0,85 Ad
1,18 Ab | 1,24 Ab | 0,82 Ac | 0,70 Ab | 0,32 Ac | 0,45 Ac | 0,98 Ad | 0,84 Ad
H - - - - 0,15Bc | 0,34 Ad | 1,45 Ac | 1,15 Ac
DH |132Aa|1,12Bc | 0,77 Ac | 0,66 Ab | 0,48 Ab | 0,52 Ac | 0,76 Ad | 0,8 Ad
DsH | 0,90 Ac | 0,90 Ac | 0,70 Ac | 0,71 Ab | 0,35 Ac | 0,52 Ac | 0,88 Ad | 0,68 Ad
D3H | 143Aa | 1,15Bc | 0,58 Ac | 0,69 Ab | 1,10 Aa | 0,33 Bd | 0,53 Ad | 0,8 Ad

W)

H3D | 0,71 Ad - 0,68 Ac - 0 Ad 0 Ae 3,96 Aa | 2,65 Bb
D6H | 0,65 Bd - 1,16 Ab - 0 Bd 0,21 Ad | 2,09 Ab | 1,18 Bc
D12H - 0,44 Ae - 1,00 Ba | 0,41 Ac | 0,27 Ad | 1,15 Ad | 1,27 Ac
C |137Aa|149Aa|0,63Ac |065Ab|031Ac|028Ad|103Ad]|117Ac
DC - - - - 0,23Bc | 1,05Aa | 1,97 Ab | 0,65 Bd

DsC | 1,34 Aa | 1,02Bc | 0,61 Ac | 0,70 Ab | 0,62 Ab | 0,40 Ac | 0,70 Ad | 0,99 Ad
D3C | 0,91 Ac | 0,75Ad | 0,73 Ac | 0,68 Ab | 0,30 Ac | 0,31 Ad | 1,59 Ac | 1,55 Ac
C3D | 130Aa | 1,10Bc | 0,63 Ac | 0,70 Ab | 0,56 Bb | 0,79 Ab | 1,19 Ad | 0,63 Bd
D6C | 1,03 Ab | 1,02 Ac | 0,66 Ac | 0,65 Ab | 0,25Bc | 0,65 Ab | 1,64 Bc | 2,29 Ab

D12C - - - - 0,38 Ac | 0,34Ad | 1,15Bd | 3,23 Aa
CVv 13,71 16,38 30,92 26,43

Médias com letras iguais na coluna (minusculas) ou na linha (maitsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicacdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Os dados estatisticos de Plwotar € DI/RC (Tabela 7) no experimento | (El), observa-se
que houve diferenca estatistica entre as plantas submetidas as aplica¢cdes dos herbicidas, com
excecao aos tratamentos H3D e D6H, em relacdo a a testemunha em relacdo a Pliotal € Plabs,
aumentando a atividade fotossintética, com excec¢do aos tratamentos H3D e D6H Para a variavel
DI/RC, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a testemunha, exceto D6H.

Em Ell (Figura 9 B e C), as plantas de capim-amargoso também mostram uma tendéncia
de recuperacdo do metabolismo em que apesar da discrepancia de Pltotal, é possivel observar
diminuicdo na dissipacdo de calor (DI/RC).

Estas informacdes a respeito do aparato fotossintético das plantas corroboram com os
dados de porcentagem de controle aos 28 (Figuras 6 C e D) e 35 DAA (Figuras A e B), em que

as plantas que ndo foram 100% controladas apresentaram rebrotes com metabolismo ativo, o
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que comprova o porqué de ndo haver avangos na sintomatologia das plantas submetidas aos
tratamentos que mantiveram controle abaixo de 95% em El e Ell.

Tropaldi (2015) analisando a fluorescéncia de plantas do género Digitaria tratadas por
herbicidas inibidores do fotossistema Il, pode notar que o aparato fotossintético é afetado por
estes herbicidas em 24 horas apds a aplicacdo. O mesmo autor observou recuperacao na taxa de
transporte de elétrons (ETR) em plantas de D. nuda, o que corrobora com os dados obtidos
neste experimento.

Os resultados obtidos em EI e EIl entram em conformidade com estudos realizados por
Leal et al., (2020), os quais observaram que plantas de D. insularis em pleno florescimento,
aos 35 DAA, indicavam diminuicdo da fluorescéncia variavel relativa, um aumento no
desempenho fotossintético e uma reducao do processo de transferéncia de elétrons, sugerindo
gue o metabolismo em estadios fenoldgicos avangados seja menor quando comparado em
estadios menores.

Com relacédo a aplicagédo de malation como inibidor, aos 21, 28 (Tabela 9) e 35 DAA
(Tabela 10), apesar de apresentarem algumas diferencas entre as plantas com malation e sem o
malation, os resultados foram inconclusivos, pois ndo apresentaram uma tendéncia entre 0s
experimentos El e EII.

O malation, como dito anteriormente, age no processo de sinergismo com alguns
herbicidas, inibindo o processo de metabolizacdo das moléculas, permitindo que os herbicidas
atinjam o sitio de acdo alvo. A inibi¢do de enzimas do complexo P450 ocorre com 0 processo
de oxigenacdo da enzima sobre as moléculas do inseticida, neste caso, o malation, liberando
enxofre atbmico o qual ira ligar-se a apoproteina, levando a sua inativacdo (WERCK-
REICHHART et al., 2000).

A partir destas informacdes, esperava-se um aumento no controle de plantas de capim-
amargoso ao serem tratadas pelos graminicidas mesmo em associagédo ao 2,4-D em detrimento
do uso de malation. Provavelmente as enzimas do complexo citocromo P450 que sé&o inibidas
pelo malation, ndo estdo envolvidas no processo que resulta no antagonismo, ou seja, as
enzimas que sao expressas para detoxificacdo do 2,4-D no capim amargoso, nao foram inibidas
pelo malation.

Estes resultados, apesar de serem inesperados, ja& foram observados em estudos
realizados anteriormente, sendo evidenciado que a acdo do malation pode ndo apresentar
efetividade na inibicdo das enzimas do complexo citocromo P450, estando em conformidade

com Han et al., (2013), em que o 2,4-D promoveu a protecdo de plantas de Lolium rigidum
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contra a agdo dos herbicidas chlorsulfuron e diclofop. O malation, neste caso, conseguiu
reverter a protecdo gerada pelo 2,4-D em relagdo ao chlorsulfuron, porém, foi observado que o
inseticida ndo teve esta mesma acao quando aplicado o diclofop, possuindo a mesma resposta
em relacdo aos resultados obtidos neste trabalho.

O suporte para uma possivel explicacdo deste cenario se da pelo fato do complexo
citocromo P450 ser um conjunto de enzimas de uma mesma familia que ira atuar na
metabolizacdo dos agentes xenobidticos (NELSON, 2006). A inibicdo de uma ou algumas
dessas enzimas pode ndo ter sido suficiente para apresentar a acdo esperada do malation sobre
as plantas de capim-amargoso. As enzimas do complexo possuem diferengas nos pares de genes
entre si, apresentando diferentes familias (NIELSEN e M@LLER, 2005).

Pesquisas realizadas por WERCK-REICHHART et al., (2000) apontam para uma
quantidade de 417 combinacdes de genes do complexo citocromo P450 de plantas.
Corroborando com estes fatos, hd varios estudos a respeito dos inibidores de enzimas do
complexo P450. Hidayat et al., (2001) constataram que em plantas de Digitaria sanguinalis, as
enzimas responsaveis pela detoxificacdo de fluazifop sdo diferentes das enzimas que
detoxificam o imazethapyr. De acordo com Mougin et al., (1991), sugerem ap0s estudos in vitro
que pelo menos duas espécies de P450 monooxigenases ou outras espécies de enzimas estao
envolvidas no metabolismo de chlorotoluron em trigo.

Ensaios in vivo realizados por Preston et al., (1996) em plantas de L. rigidum com
resisténcia mdltipla, mostram que a aplicacdo dos inibidores aminobenzotriazole (ABT),
butéxido de piperonila (PBO) e tetciclacis inibiram a metaboliza¢do do herbicidas simazina e
chlorotuluron ao passo que ABT inibiu a metabolizagdo de diclofop e o malation teve agéo
somente no herbicida chlorsulfuron, indicando que héa pelo menos a a¢do de quatro enzimas na
metabolizacdo desses dos herbicidas.

Além do complexo citocromo P450, outros grupos enzimaticos conduzem a
metabolizacdo dos herbicidas, como a glicosil-transferases (GT) e a glutationa-S-transferases
(GST) as quais irdo conjugar as moléculas xenobidticas e que podem estar agindo no processo
(YU et al., 2014; DALAZEN et al., 2016). Estas enzimas possuem inibidores especificos, ou
seja, 0 malation ndo possui nenhum efeito inibitorio sobre estas.

Ao analisarmos os dados referentes as misturas com malation na calda de pulverizacéo
(Figura 10), observa-se que a adi¢ao do inibidor na calda, apesar de apresentarem incremento
conforme os avancgos das avaliagbes, ndo melhorou o controle do capim-amargoso, tendo uma

performance igual ou inferior quando comparados com as misturas sem o malation. A misturas
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entre 2,4-D com haloxifope e malation (DHM) foram menos efetivas em comparagdo com as

misturas DCM.
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Meédias obtidas pelo teste SK a 5% de probabilidade, agrupadas em faixas de controle: 1 — Nenhum controle; 2 — controle
baixo; 3 — controle regular; 4 — controle mediano; 5 — controle bom; 6 — controle muito bom; 7 — controle alto. D — 2,4-D; s -
aplicacdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Figura 10. Sintoma visual aos 7, 21 e 35 dias apos a aplicacdo dos tratamentos (DAA) em
plantas de capim-amargoso em pleno florescimento, submetidas aos tratamentos com misturas
de malation na calda de pulverizagédo nos experimentos EI (A, C e E) e Ell (B, D e F).
Seropédica/RJ, 2019.
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Observando os dados de massa seca da parte aérea (Figura 11), a mistura tripla DHM,
apesar da reducdo de massa em EIl (Figura 11A), em Ell (Figura 11B) ndo houve diferenca
significativa quando comparado com a mistura DH. Houve reducdo de massa seca de plantas
tratadas com DCM, chegando a uma diferenga de 4,04 gramas em relacdo a DC no experimento
I, apesar de possuirem a mesma faixa de controle.

MSPA MSPA
El A Ell B

30 - 30 -

25 25 4

20

MSPA (g)
MSPA (g)

T D H C DH DC DM HM CM DHM DCM T D H C DH DC DM HM CM DHM DCM
Tratamentos Tratamentos

Médias com letras iguais na coluna (minusculas) ou na linha (maidsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicagdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Figura 11. Massa seca de parte aérea (MSPA), em gramas, das plantas de capim-amargoso em
pleno florescimento, submetidas aos tratamentos nos experimentos ElI (A) e Ell (B).
Seropédica, 2019.

De acordo com os testes de compatibilidade em calda (Tabela 8), ndo houve formacoes

de grumos, fléculos, cristais e creme em ambos 0s ensaios (estatico e dindamico).

Tabela 8. Avaliacdo dos parametros homogeneidade da calda, sedimentacdo, formagéo de
espuma e separacdo de fase e 6leo nos tempos de 0, 2, 6 e 24 horas de repouso (rep) e na
redispersdo (red) pelo ensaio estatico e avaliacdo ap6s 2 horas de agitagdo (agit) e repouso de
10 minutos (rep) pelo ensaio dindmico. Seropédica/RJ, 2019.

Oh 2h 6h 24 h Din.
rep red rep red rep red agit rep
+ + + + + + +

Parametros Trat.

Adjuvante (A)
Halox. (H)
Clet. (C)
2,4-D (D)
Malat. (M)
D+H

+ + +
. + + +
Homogeneidade
+ + +

+ [+ [+ |+
+ [+ [+ |+ |+

+ [+ [+ |+ |+ |+
+ [+ [+ [+ |+
+ [+ [+ [+ |+
+ [+ [+ [+ |+
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Clet. (C) - - - - - - - - -
2,4-D (D) - - - - - - - - -
Malat. (M) - - - - - - - - -

D+H - - - - - + - + +
D+C - - - + - + - + +
D+H+M - - - - - - - - -
D+C+M - - - - - - - - -
D+M - - - - - - - - -
H+M - - - - - - - - -

C+M - - - - - - - - -
Sinal positivo (+) — presenca do fator; Sinal negativo (-) — auséncia do fator; D — 2,4-D; H — haloxifope; C — cletodim; A —

adjuvante; M - malation.

Logo apos o preparo das caldas no ensaio estatico, houve apenas a formacéo de espuma
(Figura 12) em todos os tratamentos, ndo ocorrendo separacdo de fases (sedimentos e/ou

separacdo de 6leo).

Figura 12. Exemplo de formacédo de espuma pelo ensaio estatico no teste de compatibilidade
de calda. Seropédica/RJ, 2019.

Na avaliacdo apds duas horas de repouso, ndo foi possivel observar formagéo de espuma
nas provetas contendo o herbicida cletodim e adjuvante (C) e na mistura entre 2,4-D e cletodim
(D+C). Houve também a formacéo de sedimentos nos tratamentos contendo malation, exceto a
mistura de 2,4-D com haloxifope e malation (D+H+M) (Figura 13). Ao realizar a redisperséo
das caldas, todos os tratamentos apresentaram formacéo de espuma e ndo houve formacéo de

sedimentos.

51



Figura 13. Exemplo de formacdo de sedimentos pelo ensaio estatico no teste de
compatibilidade de calda. Seropédica/RJ, 2019.

Depois de seis horas em repouso, todos os tratamentos contendo malation na calda,
apresentaram sedimentacdo (Figura 13). D, D+C e D+H+M ndo apresentaram espuma e a
mistura D+C apresentou separacdo de 6leo na calda (Figura 14). Apds agitacdo, houve
formacgé@o de espuma em todos os tratamentos, ndo havendo sedimentos. Em D+C néo foi

observado separacdo de fase.
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Figura 14. Exemplo de separacédo de 6leo pelo ensaio estatico (A) e dindmico (B) no teste de
compatibilidade de calda. Seropédica/RJ, 2019.

Passados vinte e quatro horas de repouso, apenas as caldas contendo o adjuvante (A),
haloxifope (H), cletodim (C) e as misturas 2,4-D, haloxifope e cletodim com malation (DM,
HM e CM respectivamente) apresentaram espuma. A sedimentagdo observada na avaliagédo
anterior foi mantida e houve separacdo de 6leo nas misturas D+H e D+C. Logo apos a
redispersdo, todos os tratamentos, exceto D+H+M, D+C+M e C+M, apresentaram espuma, ndo
sendo visualizado nenhum sedimento.

Pelo ensaio dindmico, apds as duas horas de agitacdo constante ndo foram constatadas
sedimentagdes em todas as caldas contendo malation. Com relagdo a D+C e D+H, houve
separagdo de 6leo (Figura 14).

Apos avaliagdo de todos os comportamentos observados em todas as avaliagdes, 0s
tratamentos foram classificados de acordo com a norma NBR 13875:2014 da Associacao

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), sendo os resultados observados na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados obtidos apos avaliacdo dos testes de compatibilidade de calda entre os
herbicidas, adjuvante e o malation. (Continua). Seropedica/RJ, 2019.

Tratamento Classificacao
Adjuvante (A) Homogéneo
Halox. (H) Homogéneo
Clet. (C) Homogéneo
2,4-D (D) Homogéneo
Malat. (M) Homogéneo sob agitacéo
D+H Heterogéneo
D+C Heterogéneo
D+H+M Homogéneo sob agitacéo
D+C+M Homogéneo sob agitacdo
D+M Homogéneo sob agitacdo
H+M Homogéneo sob agitacéo
C+M Homogéneo sob agitacéo

Apenas as caldas com haloxifope, cletodim, adjuvante e 2,4-D isolados, apresentaram
homogeneidade na calda em todas as avalia¢des, sendo compativeis. Os demais tratamentos
foram classificados como homogéneos sob agitagdo. As misturas de haloxifope e cletodim com
2,4-D (D+H e D+C, respectivamente) foram heterogéneos.

Conforme observado, as caldas de pulverizacdo contendo malation possuem a
necessidade de serem agitadas antes das aplicacdes para ndo haver complicacfes e perdas de
eficiéncia dos produtos aplicados.

Ndo ha na literatura informacfes a respeito da mistura de malation na calda de
pulverizacdo com herbicidas para avaliacdo de sua acdo sobre enzimas do citocromo P450. Na
grande maioria dos estudos, 0 malation € aplicado antes ou ap6s as aplica¢fes dos herbicidas
de interesse de estudo.

Sao exemplos os estudos realizados por Fischer et al., (2000) que realizaram aplicagdo
de forma sequencial entre malation e bispiribac-sodio. Nesse trabalho foi possivel verificar
sinergismo entre as aplicacoes.

Hidayat et al., (2001) avaliaram o efeito da aplicacio de malation (1 kg.hal) em
associacdo ao fluazifop em plantas de D. sanguinalis, aplicando 24, 16, 8, 4 horas antes, ao

mesmo tempo, 4 e 8 horas apoés a aplicacdo do graminicida, observando que em todos os tempos
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citados, houve acdo inibitéria do complexo citocromo P450. Ja Viecelli et al., (2019) em um
experimento sob condi¢des em nivel de campo, misturou 2,4-D (1,005 g a.e. ha') com o
inseticida organosfosforado chlorpyrifos (720 g a.i. ha') e observou que houve redugdo no
rendimento de gréos quando aplicados na cultura do trigo.

Ja em relacdo as misturas de 2,4-D com cletodim ou haloxifope, foram classificadas
como heterogéneas, 0 que pode estar atrelado a diminuigéo da eficiéncia das misturas 2,4-D +
gramincidas, uma vez que as misturas entre os graminicidas somente com o adjuvante nédo
sofreram alteracdo fisico-quimica, apresentando homogeneidade nas caldas.

Apesar das misturas de 2,4-D com os graminicidas apresentarem homogeneidade até
duas horas em repouso, ao apresentarem separacdo de fase (separagdo de 6leo) apds seis horas
de repouso e sob agitacao constante por duas horas, sdo consideradas incompativeis.

Né&o ha estudos registrados em relacdo a compatibilidade na calda de pulverizacdo entre
0 2,4-D, graminicidas e adjuvantes, os quais apresentam grande dindmica e variagdes entre as
marcas e produtos presentes no mercado e podem estar atrelados a eficiéncia dos herbicidas.

De acordo com Dan et al., (2010) os adjuvantes sdo substancias que sdo adicionadas a
calda de pulverizacdo para melhorar a absorcdo e translocacdo dos produtos fitossanitarios,
modificando determinadas propriedades fisico-quimicas dos produtos na mistura (DAN et al.,
2010), podendo interferir nas interacdes entre as misturas de herbicida (SORENSEN et al.,
1987).

Kammler et al., (2010) observou que a aplicacdo de halosulfuron com sethoxidim ou
cletodim quando misturados com surfactante nao-iénico (0,25% v/v) e 6leo vegetal concentrado
(1% v/v) foram antagbnicos no controle de D. sanguinalis, porém, ndo houve antagonismo
quando acrescentado 6leo de semente metilado (1% v/v), mostrando que ha diferenca entre 0s
diferentes adjuvantes em uma mistura entre herbicidas, sendo necessario maiores estudos a

respeito do comportamento destes adjuvantes no antagonismo entre herbicidas.

5. CONCLUSOES

Diante do exposto, os resultados apresentados mostram que as aplicacGes de malation
duas horas antes da aplicacdo dos demais tratamentos ou quando misturado na calda de
pulverizacdo com o 2,4-D e haloxifope ou cletodim, ndo melhoraram o controle do capim-
amargoso, ou seja, demonstrando que provavelmente as enzimas do complexo citocromo P450
inibidas pelo malation ndo estdo envolvidas no processo que resulta em antagonismo entre o

2,4-D e os herbicidas graminicidas utilizados para o controle de D. insularis em florescimento.
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Com relagédo a mistura de 2,4-D com haloxifope apresentou menor eficiéncia de controle
do capim-amargoso quando comparado com a mistura entre 2,4-D e cletodim. Ainda, houve
heterogeneidade nas misturas em calda, sendo necessario novos estudos para definir o

comportamento entre a associacdo dos herbicidas 2,4-D com os graminicidas e adjuvantes.
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7. APENDICE

7.1. Apéndice A: Tabelas de analise estatistica das avalia¢bes aos 7, 14, 21, 28 e 35 DAA.

Tabela 1A. Sintoma visual aos 7 e 14 dias apds a aplicacdo dos herbicidas (DAA) em plantas
de capim-amargoso em florescimento nos experimentos El-1 e Ell-1. Seropédica/RJ, 2019.

D 7 DAAEI 7 DAAEII 14 DAA EI 14 DAAEII
Clinib. | S/inib. | Clinib. | S/inib. Clinib. S/ inib. Clinib. S/ inib.
T 0 Ab 0 Ab 0 Af 0 Ag 0Ag 0 Ag 0 Ae 0 Af
D 0 Ab 0 Ab 0 Af 0 Ag 0 Ag 0 Ag 0 Ae 0 Af
H 0 Ab 0 Ab 5 Ae 5 Af 22,5 Ac 15 Be 40 Ba 50 Aa
DH 5 Aa 5 Aa 5 Ae 5 Af 5 Bf 175Ad | 175Ad | 175Ae
DsH 5 Aa 5 Aa 0 Af 0 Ag 5 Af 5 Af 21,2Ad | 175 Ae
D3H 0Ab 0Ab 5 Ae 5 Ag 15 Ae 15 Ae 425Aa | 425Ab
H3D 0 Ab 0 Ab 20 Ab 20 Ab 22,5 Ac 20 Ac 45 Aa 40 Ab
DéH 0Ab 0Ab 0 Af 0 Ag 125Ac | 125 Ae 35 Ab 35 Ac
D12H 0 Ab 0 Ab 0 Af 5 Af 22,5 Ac 20 Ac 17,5 Bd 30 Ad
c 0Ab 0Ab 5 Af 5 Af 125Ae | 125 Ae 35 Ab 35 Ac
DC 5 Aa 5 Aa 225Aa | 225Aa 30 Ab 30 Ab 35 Ab 35 Ac
DsC 5 Aa 5 Aa 5Be 15 Ad 175Ad | 125Be | 275Ac | 275Ad
D3C 0 Ab 0 Ab 7,5 Ad 7.5 Ae 0 Ag 0 Ag 30 Ac 35 Ac
C3D 0 Ab 0 Ab 175Ac | 175Ac | 225Ac | 225Ac 45 Aa 25 Bd
D6C 0Ab 0Ab 5 Ae 5 Af 5 Af 5 Af 42,5 Aa 45 Aa
Di12C 0 Ab 0 Ab 5 Ae 5 Af 45 Ba 50 Aa 40 Aa 40 Ab
Cv 45 18,56 13,73 14,68

Médias com letras iguais na coluna (mindsculas) ou na linha (maitsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de

probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicacdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Tabela 2A. Sintoma visual aos 7 e 14 dias ap6s a aplicacdo dos herbicidas (DAA) em plantas
de capim-amargoso em florescimento nos experimentos EI-1 e Ell-1. Seropédica/RJ, 2019.

D 21 DAAEI 21 DAAEI 28 DAAEI 28 DAA EII

Clinib. | S/inib. Cl inib. S/ inib. Clinib. S/inib. | Clinib. | S/inib.

T 0Al 0 Ah 0 Ae 0 Ae 0 Ali 0 Ai 0 Ae 0 Af

D 0 Al 0 Ah 0 Ae 0 Ae 0 Ai 0 Ai 0 Ae 0 Af
H 575Ad | 50Bd 76,25 Aa 75 Ab 90 Ab 85 Bc 80Aa | 775Ab
DH 10 Ak 10 Ag 53,7 Ad 55 Ad 5 Ah 5 Ah 525Ad | 55Ae
DsH 10 Ak 10 Ag 63,7 Ac 62,5 Ac 10 Ag 10 Ag 65Ac | 62,5Ad
D3H 325Bh | 40 Ae 61,2 Ac 66,3Ac | 48,75Bd | 58,75Ae | 675Bc | 75Ab
H3D 525Ae | 53Ac 75 Aa 75 Ab 425Be | 8875Ac | 80Aa | 775Ab
D6H 45 Af | 425 Ae 73,7 Aa 75 Ab 92 Ab 925Ab | 775Aa | 80Aa
D12H | 875Ab | 525Bc 70 Bb 825Aa | 945Aa | 775Bd | 725Bb | 825 Aa
c 20 Ai 20 Af 67,5 Ab 67,5 Ac 25 Af 25 Af 80 Aa 80 Aa
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DC 65 Ac 65 Ab 60 Ac 55 Ad 96,5 Aa 98Aa | 725Ab | 675Bc
DsC 15 Aj 10 Bg 62,5 Ac 60 Ad 10 Ag 10 Ag 65 Bc 75 Ab
D3C 0Al 0 Ah 62,5 Ac 65 Ac 0 Ai 0 Ai 75 Ab 75 Ab
C3D 40 Bg 55 Ac 72,5 Aa 55 Bd 65 Bc 925Ab | 825Aa | 62,5Bd
D6C 75Bk | 225Af 70 Ab 67,5 Ac 10 Ag 10 Ag 80 Aa 80 Aa
D12C | 925Ba | 965Aa | 725Aa 725Ab | 925Bb | 100 Aa 80 Aa 80 Aa
Ccv 6,03 6,33 6,07 4,22

Médias com letras iguais na coluna (mindsculas) ou na linha (maidsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicagéo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Tabela 3A. Sintoma visual aos 35 dias ap0s a aplicacdo dos herbicidas (DAA) e massa seca de
parte aérea (MSPA) de capim-amargoso em florescimento nos experimentos El-1 e EII-1.
Seropédica/RJ, 2019.

D 35 DAA EI 35 DAAEII MSPA (g) El MSPA (g) Ell
Clinib. | S/inib. | Clinib. | S/inib. Clinib. S/ inib. Cl inib. S/ inib.
T 0Ag 0 Af 0 Af 0 Ae 17,85Aa | 17,18 Ab | 16,90 Aa | 17,08 Aa
D 0 Ag 0 Af 0 Af 0 Ae 19,05 Aa | 18,88 Aa | 13,28 Ac 14 Ab
H 100Aa | 100Aa | 85Aa | 825Ab 0 Ae 0 Ae 7,36 Af 7,83 Ad
DH 0 Ag OAf | 525Ae | 55Ad 1498 Ab | 1516 Ab | 14,41 Ab | 14,32 Ab
DsH 0 Ag OAf | 675Ac | 675Ac | 11,22Bc | 144Ab | 12,02 Ac | 10,05Bc
D3H 57,91Bd | 683Ac | 73,7Bb | 85Aa 12,33 Ac | 10,08Bc | 9,98 Ae 8,17 Bd
H3D 89,3Bc | 100Aa | 85Aa | 825Ab | 12, 36 Ac 0Be 5,87 Af 6,92 Ad
DéH 95 Bb 100 Aa | 825Aa | 85Aa 5,11 Ad 0Be 8,78 Ae | 7,98 Ad
D12H 100 Aa | 675Bc | 80Ba | 875Aa 0 Be 705Ad | 12,17 Ac | 7,85Bd
c 15 Ae 10 Bd 85 Aa 85 Aa 11,87Bc | 1589 Ab | 10,97 Ad | 10,70 Ac
DC 95 Bb 100Aa | 80Aa | 725Bc | 4,04Ad 0 Be 8,77 Ae | 6,60 Bd
DsC 10 Af 5 Bd 60 Bd 80 Ab 1253Bc | 16,05Ab | 1123Ad | 8,79Bd
D3C 0Ag OAf | 825Aa | 80Ab 17,70Ba | 19,88 Aa | 9,42 Ae 8,43 Ad
C3D 965Ab | 95Ab | 825Aa | 675Bc 0 Ae 0 Ae 6,36 Bf 8,01 Ad
D6C 10 Af 5 Be 81,2Aa | 862Aa | 1146Bc | 1587 Ab | 6,28 Af 7,52 Ad
D12C | 98,3Aa | 100Aa | 80Ba 85 Aa 0 Ae 0 Ae 955Be | 11,33 Ac
Ccv 4,95 5,23 14,53 10,79

Meédias com letras iguais na coluna (mindsculas) ou na linha (mailsculas) ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de
probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicacdo seguida; 3, 6 e 12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Tabela 4A. Sintoma visual em plantas de capim-amargoso aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap6s
aplicacdes dos herbicidas (DAA) em plantas de capim-amargoso em florescimento,
submetidas aos tratamentos com misturas de malation na calda de pulverizagdo nos
experimentos El e EIl. Seropédica/RJ, 2019.

D 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA 35 DAA

El Ell El Ell El Ell El Ell El Ell
T od od Oh Oc Oi 0g 0g 0od Oe of
D 0d 0d Oh Oc Oi 0g 0g 0d Oe of
H od 5¢ 22,5b 40 a 575b | 76,2a 90 b 80 a 100 a 85a
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C od 5c¢ 12,5d 35a 20e 67,5b 25d 80 a 125¢ 85a
DH 5c 5c 5¢g 175b 10¢ 53,7d 5f 525¢ Oe 525e
DC 52b 225b 30a 35a 65 a 60 c 96,5a | 72,5b 9% a 80 ¢
DM 0d 0d Oh Oc 5h 0g 5f 0d Oe of
HM 5c 5c 10e 20b 35d 425¢e 60 c 725b | 67,5b | 81,2b
CM od 5c¢ 75f 30a 15f 575¢c 10e 72,5b 10c 75¢

DHM 5¢ 5c 10e 5¢ 10¢ 225f 5f 525¢ 5d 65d
DCM 15a 25a 20c 375a | 525c | 675b | 965a 75b 98 a 775¢c
Cv 2,87 12,34 14,1 28,83 8,68 6,24 7,2 5,15 7,8 4,71

Meédias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicacdo seguida; 3, 6 e

12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

Tabela 5A. Massa seca de parte aérea (MSPA), em gramas, das plantas de capim-amargoso em

florescimento, submetidas aos herbicidas nos experimentos El e EIl. Seropédica, 2019.

D MSPA (g) MSPA (g)
El Ell
T 17,85a 169a
D 19,05 a 13,28 b
H 0f 7,36d
C 11,87 ¢ 1097 ¢
DH 14,98 b 14,42 b
DC 4,04¢e 877¢
DM 17,86 a 14,35 b
HM 6,28 d 9,8lc
CM 1524 b 9,76 ¢
DHM 13,28 ¢ 144b
DCM 0f 6,93 d
cv 13,94 9,24

Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de SK a 5% de probabilidade. D — 2,4-D; s — aplicacdo seguida; 3, 6 e

12 — intervalo entre aplicagdes; C- cletodim.

7.2. Apéndice B: Imagens do experimento aos 35 dias apos aplicacbes (DAA) dos

tratamentos.

Figura B1: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos

Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D (D) e 2,4-D com malation (Dm). Seropédica/RJ, 2019.
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Figura B2: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos

Testemunha (T), Malation (Tm), haloxifope (H) e haloxifope com malation (Hm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B3: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + haloxifope (DH) e 2,4-D + haloxifope com malation (DHm).
Seropédica/RJ, 2019.

Figura B4: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D sequencial de haloxifope (DsH) e 2,4-D sequencial de haloxifope com
malation (DsHm). Seropédica/RJ, 2019.
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Figura A5: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 3 dias antes do haloxifope (D3H) e 2,4-D aplicado
em intervalo de 3 dias antes do haloxifope (D3Hm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B6: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 3 dias depois do haloxifope (H3D) e 2,4-D
aplicado em intervalo de 3 dias depois do haloxifope (H3Dm). Seropédica/RJ, 2019.

| Ell

4

Tm D6H D6Hm D6H D6Hm
| | | |

Figura B7: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 6 dias antes do haloxifope (D6H) e 2,4-D aplicado
em intervalo de 6 dias antes do haloxifope (D6Hm). Seropédica/RJ, 2019.
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Figura B8: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 12 dias antes do haloxifope (D12H) e 2,4-D
aplicado em intervalo de 12 dias antes do haloxifope (D12Hm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B9: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + haloxifope + malation (DHM). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B10: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (EI) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + malation (DM). Seropédica/RJ, 2019.
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Figura B11: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + haloxifope (HM). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B12: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), cletodim (C) e cletodim com malation (Cm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B13: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + cletodim (DC) e 2,4-D + cletodim com malation (DCm). Seropédica/RJ,
20109.
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Figura B14: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (EI) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D sequencial de cletodim (DsC) e 2,4-D sequencial de cletodim com malation
(DsCm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B15: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 3 dias antes do cletodim (D3C) e 2,4-D aplicado
em intervalo de 3 dias antes do cletodim (D3Cm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B16: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (EI) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 3 dias depois do cletodim (C3D) e 2,4-D aplicado
em intervalo de 3 dias depois do cletodim (C3Dm). Seropédica/RJ, 2019.
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Figura B17: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (EI) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 6 dias antes do cletodim (D6C) e 2,4-D aplicado
em intervalo de 6 dias antes do cletodim (D6Cm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B18: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D aplicado em intervalo de 12 dias antes do cletodim (D12C) e 2,4-D aplicado
em intervalo de 12 dias antes do cletodim (D12Cm). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B19: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (El) e sua replicata (EIl) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + cletodim + malation (DCM). Seropédica/RJ, 2019.

Figura B20: Plantas de D. insularis aos 35 DAA no experimento | (EI) e sua replicata (Ell) dos tratamentos
Testemunha (T), Malation (Tm), 2,4-D + cletodim (DC). Seropédica/RJ, 2019.
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