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ANALISE DA ASSOCIAGAO DE METRIBUZIN E CLOMAZONE COMO
MODELO PARA O ESTUDO DO SINERGISMO ENTRE HERBICIDAS'

Autor: Nelson Diehl Kruse
Orientador: Ribas Antonio Vidal

RESUMO GERAL

Hipotetiza-se que haja sinergismo na associagao de herbicidas inibidores
do fotossistema Il e da sintese de carotendides, pelos seus mecanismos de acio
especificos. Com o objetivo de demonstrar a existéncia de sinergismo na
associagao de herbicidas pertencentes a estes dois grupos foram conduzidos
trabalhos em laboratério, casa-de-vegetacdo e a campo. Em laboratério avaliou-
se a interacdo de metribuzin e clomazone através da estimativa do estresse
oxidativo gerado pela associagdo, em plantas de girassol, com a determinagao
dos niveis de malondialdeido e extravasamento eletrolitico. Em casa-de-
vegetacao, plantas de girassol foram tratadas com os mesmos herbicidas e foram
tomadas amostras para eletromicrografias que produziram visualizagdo dos
cloroplastos tratados e nao tratados. Também foram aplicados tratamentos a fim
de permitir a formagao de curvas de resposta as doses dos mesmos herbicidas,
com a representacado das doses causadoras de 50% de efeito em isobologramas.
Avaliou-se também o impacto da associagdo metribuzin e clomazone sobre as
relacbes de interferéncia entre soja e girassol, pelo delineamento dialélico. A
campo foram conduzidos experimentos de controle de Bidens pilosa infestando a
cultura da soja com os herbicidas metribuzin e clomazone. Para avaliar a
seletividade das associagdes, conduziu-se experimentos com a cultura da soja,
onde testou-se metribuzin e clomazone e com a cultura do milho, testando-se
atrazine e isoxaflutole. Nos trabalhos com malondialdeido, extravasamento
eletrolitico e eletromicrografias, obteve-se sinergismo valendo-se do método de
Colby. No ensaio de curvas de resposta, a variavel massa seca apresentou
probabilidade de sinergismo de 0,90 em uma combinagdo. No dialélico, a
associagao dos produtos reduziu a tolerancia da soja ao metribuzin e a sua
associacdo com clomazone. No controle de B. pilosa, as variaveis percentual de
cobertura e controle demonstraram sinergismo pelo método de Limpel. Na
avaliacdo de seletividade, ndo se observou nenhum dano resultante da
associacao dos herbicidas.

' Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (106 p.) Setembro, 2002.
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ANALYSIS OF METRIBUZIN AND CLOMAZONE ASSOCIATION AS A MODEL
TO STUDY SYNERGISM BETWEEN HERBICIDES?

Author: Nelson Diehl Kruse
Adviser: Ribas Antonio Vidal

GENERAL ABSTRACT

It was hipotetized that there is synergism in the association of
photosystem Il and the carotenoid synthesis, because of their specific
mechanisms of action. With the objective to demonstrate the existence of
synergism in the association of herbicides to these two groups, experiments were
conducted in laboratory, greenhouse and the field. In the laboratory, it was
evaluated the interaction of metribuzin and clomazone through the estimate of
oxidative stress generated by the association, in plants of sunflower, with the
determination of the levels of malondialdehyde and electrolytic leakage. In the
greenhouse, sunflower plants were treated with the same herbicides and had been
taken samples for electronmicrographs that had produced visualization of the
chloroplasts. Also treatments had been applied in order to allow the formation of
dose-response curves of the same herbicides, with the representation of the doses
for 50% of effect in isobolograms. It was evaluated the impact of metribuzin and
clomazone association over interference relationship between soybean and
sunflower with diallel design. At the field, metribuzin and clomazone were applied
alone or in association for Bidens pilosa control on soybean crop.To evaluate the
selectivity of the associations, one experiment was conducted with soybean,
testing association of metribuzin and clomazone and with corn, testing association
of atrazine and isoxaflutole. In the experiments with malondialdehyde, electrolytic
leakage and electronmicrographs, synergism was demonstrated using Limpel
method. In the assay with dose-response curves, the dry weight presented
probability of synergism for the combination of clomazone and metribuzin 140 nM.
At diallel experiment, the products association reduced the soybean tolerance to
metribuzin and to its association with clomazone. For B. pilosa control, the variable
weed cover and control had demonstrated synergism with the Limpel method. For
selectivity evaluation, no resultant injury on the herbicides association was
evidenced.

? Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (106 p.) September, 2002.
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1. INTRODUGAO GERAL

A associacdo de dois ou mais herbicidas € uma técnica amplamente
empregada no controle as plantas daninhas e compbe, ao lado de outras
técnicas, modernas estratégias de manejo da vegetacdo. Entre as vantagens
apresentadas pela associacdo de herbicidas estdo o aumento do espectro de
controle, redugao de custos, menor residuo no ambiente pelo uso de doses
menores e prevengao do surgimento de plantas daninhas resistentes aos
herbicidas (Hatzios & Penner, 1985; Gressel, 1990).

Por associacdo ou mistura de herbicidas, entende-se a utilizacéo
simultidnea ou sequencial de dois ou mais herbicidas aplicados sobre mesma area
ou cultura. Esta associagcdo produz uma interagcdo dos herbicidas, que pode ser
classificada como aditiva, sinérgica ou antagénica. E considerada aditiva quando
o efeito da associagdo equipara-se a soma dos efeitos dos produtos aplicados
isoladamente. Sinérgica, quando o efeito da mistura é superior (em controle) a
soma dos efeitos dos produtos aplicados isoladamente. E antagbnica, quando a
interacao representa um efeito inferior a soma dos efeitos dos produtos aplicados
isoladamente (Hatzios & Penner, 1985; Gressel, 1990; Green & Streibig, 1993).

Muitas associagbes empregadas a campo, entretanto, apresentam apenas
efeito aditivo, onde somente amplia-se o espectro de plantas daninhas

controladas. Estas associagdes nado exploram todas vantagens possiveis, o que



as torna menos interessantes que as associagdes que apresentam sinergismo,
por exemplo, em que todas vantagens das associagdes sao obtidas.

Desta forma, do ponto de vista do controle de plantas daninhas, é
altamente desejavel o efeito de interagao sinérgica, ja que pode permitir, muitas
vezes, 0 uso de doses inferiores a dose de cada um dos produtos aplicados
isoladamente. Esse sinergismo muitas vezes ocorre quando se associam dois
herbicidas que apresentam diferentes mecanismos de ag¢ao, onde pode haver
uma ag¢ao de complementaridade entre os mesmos, com um facilitando a acao
fisica/bioquimica do outro (Morse, 1978; Nash, 1981; Hatzios & Penner, 1985;
Green, 1989; Gressel, 1990; Matthews, 1994).

Tanto em um quanto em outro caso, isto €, na interacdo dos efeitos dos
componentes da associagao, o fendmeno envolvido é de grande complexidade, e
pode incluir desde incompatibilidade fisico-quimica entre os herbicidas, no caso
de antagonismo, passando por alteragbes na absorgdo, translocagdo ou
biotransformacdo de uma molécula herbicida em outra, como até aumento da
atividade herbicida pela presenga conjunta dos ingredientes ativos no interior da
planta daninha alvo, no caso de sinergismo (Hatzios & Penner, 1985; Zhang et al.
1995). Deve-se ainda considerar que, para uma dada combinagao de herbicidas,
0 sinergismo ou antagonismo pode ocorrer dependendo do gendtipo das plantas-
alvo e das doses empregadas de cada herbicida (Akobundu et al., 1975a; Zhang
et al. 1995).

Fica evidente que o efeito de antagonismo é uma desvantagem e deve ser
bem estudado a fim de ser evitado. Contudo, o antagonismo pode ser util quando
se trata de aumentar a seletividade, como o uso de protetores, que reduzem o

dano dos herbicidas a cultura.



Ja o efeito de sinergismo, é bastante desejavel, pois deve aumentar a
eficiéncia de controle, permitindo o uso de doses menores de cada um dos
componentes da associagao (Hatzios & Penner, 1985).

Inimeros trabalhos tém sido realizados visando avaliar o efeito de
associacdes de herbicidas sobre o controle de plantas daninhas e seletividade as
culturas. Muitos desses trabalhos encontram-se relacionados em revisdo de
Hatzios & Penner (1985). Inumeros outros trabalhos tem sido conduzidos desde
entdo. Baseado nos resultados desses trabalhos anteriores, € plausivel perguntar-
se sobre que condi¢des as interagdes sinérgicas ou antagbnicas serao provaveis
de ocorrer. Zhang et al. (1995), \verifcando a ocorréncia de
sinergismo/antagonismo em 479 exemplos de interagdes, observaram que é
similar a chance de ocorrer sinergismo ou antagonismo para associagao de
herbicidas de mesmo ou diferente modo de acdo. Entretanto, na concepcgéao
teérica de uma associagdo com agado sinérgica, parece haver potencialmente
mais chance de sucesso associando-se herbicidas com diferentes mecanismos
de acao, onde estes tenham alguma conexéo fisiolégica entre seus modos de
agao, no sentido de um ter acdo cooperativa sobre a agdo do outro. Gressel
(1990) apresenta uma associagao com forte agao sinérgica, com a associagao de
glyphosate e imidazolinonas, onde ambos inibem a sintese de aminoacidos,
porém bloqueiam a agao de enzimas de rotas diferentes, inibindo a sintese de
aminoacidos diferentes.

Como inibidores do FS Il figuram os herbicidas pertencentes aos grupos
quimicos das Triazinas, Uréias e Uracilas, utilizados no controle em pré-

emergéncia de plantas daninhas dicotiledéneas anuais em diversas culturas.



Podem também ser aplicados em poés-emergéncia das plantas daninhas, durante
seu estadio plantular, controlando inclusive algumas gramineas anuais.

Seu mecanismo de agao € bem estudado e compreende a inibicdo do
transporte do fluxo de elétrons no FS Il, do que resulta sua acgao fitotoxica como
um todo. O transporte fotossintético de elétrons ocorre nas membranas do
tilacoide dos cloroplastos. Nessas membranas estdo localizados quatro
complexos de proteinas de membrana: o complexo FS Il, o complexo citocromo
be/f, 0 complexo fotossistema | (FS 1) e o complexo ATP sintase. Os complexos
FS Il e FS | encontram-se em regides diferentes da membrana, com o FS |l mais
na regido da lamela do grana (tilacéides comprimidos) e o FS | na regido da
lamela do estroma. Imagina-se que essa separagado exista para otimizar as
relativas quantidades de energia luminosa transferidas para cada centro de
reacao (P680 e P700) (Towers & Arnason, 1988; Fuerst & Norman, 1991; Hess,

2000).

O centro de reacdao do complexo FS |l é formado por duas proteinas de
membrana, D4 e D,, as quais estdo ligados componentes redox envolvidos na
transferéncia de elétrons, como o centro de reagao clorofila P680, o composto
feoftina (receptor primario de elétrons) e as plastoquinonas Qa e Qg (receptores
secundarios de elétrons). Qa esta fortemente ligada a proteina D,, enquanto que
Qg € uma plastoquinona trocavel (mével) que se liga a um nicho ou bolso na
proteina D4 (Fuerst & Norman, 1991; Gronwald, 1994; Hess, 2000).

O complexo FS Il catalisa a oxidagdo da agua dependente de luz com a
reducdo da plastoquinona (PQ). A energia luminosa captada é transferida ao
P680, causando a separagao de cargas, com a transferéncia do elétron excitado

para a feoftina. Um elétron derivado da fotdlise da agua neutraliza a carga



residual positiva do Pggo. Da feoftina o elétron é transferido para Qa, e entdo para
Qg. Quando Qg recebe um segundo elétron de Qa, ela se torna completamente
reduzida e deixa o nicho ou bolso da proteina D1 como uma plastohidroquinona
(PQH>). Outra molécula de PQ entdo liga-se a proteina D4, que quando ligada,
passa a chamar-se Qg. A PQH; difunde-se através da membrana do tilacéide e
doa dois elétrons para o complexo citocromo bsf que os transfere para o FSI
através da proteina soluvel plastocianina (Fuerst & Norman, 1991; Gronwald,
1994; Hess, 2000).

Os herbicidas inibidores do FS Il ligam-se ao bolso da proteina D4 onde a
PQ deveria ligar-se para poder receber os elétrons de Qa. Desta maneira, estes
herbicidas bloqueiam o transporte de elétrons por atuar como analogos néao-
reduziveis da PQ, evitando assim a reducdo do NADP" necessario para a fixagéo
do C0,. Mas a acgao fitotdxica destes herbicidas nao é atribuida a interrupgao do
fluxo de elétrons na fotossintese, mas ao estresse oxidativo provocado pelo
bloqueio do transporte de elétrons. Esse estresse destrdi o centro de reacédo do
FSIl e promove a peroxidacdo de lipidios e de moléculas de clorofila e,
consequentemente, das membranas fotossintetizantes. As moléculas de clorofila,
que continuam a excitar-se com a luz solar, tornam-se mais carregadas
energeticamente, por ndo transferirem os elétrons acumulados, passando a ser
chamadas entdo de clorofila tripleto (“triplet” - >Chl). Nesse estado elas dao
origem a uma reacado em cadeia, pois formam radicais livres (R*), como oxigénio
singleto ("singlet" - '0,), superdxidos (05, radical hidroxila (OH*) e peréxido de
hidrogénio (H»0,), que irdo peroxidar os lipidios das membranas, formando novos

radicais lipidios, também capazes de oxidar lipidios e membranas, levando assim



as plantas tratadas a morte (Fuerst & Norman, 1991; Gronwald, 1994; Vidal, 1997;
Hess, 2000).

As plantas possuem mecanismos para evitar o estresse oxidativo
produzido normalmente em pequeno grau durante a fotossintese. Mas quando as
plantas sao tratadas com inibidores do FS Il, a quantidade de radicais produzida
ultrapassa a capacidade de destoxificacdo desses mecanismos. Entre eles estao
a agao dos carotendides, presentes nas membranas dos tilacéides, que protegem
contra '0,, *Chl e peroxidacdo lipidica, dissipando o excesso de energia da
clorofila na forma de calor, e a agdo do a-tocoferol (vitamina E), que protege
contra a peroxidacdo lipidica e do OH*, ambos presentes nas membranas do
tilacoide (Hall & Rao, 1980; Fuerst & Norman, 1991; Sandmann et al., 1991;
Gronwald, 1994;).

Outro grupo de herbicidas que também atua no processo da fotossintese,
€ 0 grupo dos herbicidas inibidores da sintese de carotendides, representados
pelos ingredientes ativos clomazone, e isoxaflutole. Esses herbicidas sao
utilizados também no controle, em pré-emergéncia, de plantas daninhas mono e
dicotiledéneas anuais e algumas perenes. Eles inibem enzimas que atuam na rota
de sintese dos carotendides, os pigmentos protetores da clorofila, tornando as
folhas brancas e levando assim, as plantas sensiveis a morte (Vidal, 1997).

Quanto ao exato mecanismo de acdo desses herbicidas, isto é, as
enzimas ou passos da rota metabdlica de sintese dos carotendides que s&o
interrompidos, pode-se dividi-los em dois grupos: o grupo do clomazone, cujo
mecanismo de agio ainda nao esta esclarecido, mas com provavel acao inibitoria
de enzima(s) que atua(m) entre o mevalonato e o geranil-geranil pirofosfato,

integrantes da rota de sintese dos isoprenodides (Scott & Weston, 1992; Scott et



al., 1994), e o dos inibidores da enzima p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD),
ao qual pertence o isoxaflutole (Lee et al., 1997; Hess, 2000).

O primeiro passo na biossintese dos carotenédes € a condensacgao de
duas moléculas de geranil-geranil pirofosfato, formando pré-fitoeno pirofosfato
que desfosforilado forma fitoeno. O passo seguinte, até chegar a p-caroteno,
envolve quatro desaturacbes e duas ciclizagdes, onde as duas primeiras, até
formar zeta-caroteno e tendo fitoflueno como intermediario, € que sao catalisadas
por fitoeno dessaturase (PDS), que é uma enzima ligada a membrana do tilacéide
e pode ser solubilizada por detergentes, mas perde a atividade rapidamente.
Estudos com inibidores indicam que a posterior dessaturagao de zeta-caroteno
até neurosporeno e entdo licopeno, e a seguinte ciclizagdo até p-caroteno s&o
intermediadas por outras enzimas. A acdo de inibidores, como o clomazone,
interrompe a sintese de carotenos e xantofilas, que ndo mais irdo atuar na
reducao do estresse oxidativo (Lee et al., 1997; Hess, 2000).

Ja os inibidores de HPPD atuam em outra rota de biossintese mas com
consequéncias sobre a PDS. Incluem, além do isoxaflutole (grupo dos
isoxazoles), herbicidas do grupo das triquetonas (NTBC, sulcotrione). A enzima
HPPD atua na rota de sintese da plastoquinona e do a-tocoferol, catalizando a
reacao de p-hidroxifenilpiruvato para homogentisate que forma plastoquinona e a-
tocoferol. O elo de ligacdo com a sintese dos carotendides esta no fato que a
plastoquinona é um cofator para a PDS, fazendo com que a falta deste cofator
interrompa também a sintese de carotendides (Lee et al., 1997; Hess, 2000).

A hipétese sobre a existéncia de sinergismo entre os inibidores do FSIl e
inibidores de carotendides, que pretende-se comprovar, baseia-se na unidao dos

dois mecanismos de agado descritos anteriormente. As plantas tratadas com



inibidores do FS Il podem ter sua agdo minimizada pela protegao exercida pelos
carotendides. Caso essas plantas fossem tratadas, simultdnea ou
sequencialmente, por herbicidas inibidores da sintese de carotendides, a acado do
estresse oxidativo ja nao seria mais reduzida pelos pigmentos protetores,
aumentando a acgao fitotéxica. Além disso, agregar-se-ia a propria agao fitotoxica
dos inibidores da sintese de carotendides, resultando, em seu conjunto, numa
acao muito mais intensa e letal.

Considerando-se o ultimo grupo de herbicidas descrito, o dos inibidores de
HPPD, existem ainda duas razbes adicionais para supor-se a existéncia de
sinergismo. Como estes herbicidas inibem a sintese de plastoquinona, a inibigao
no transporte de elétrons sera ainda maior, pela falta de plastoquinona para ligar-
se ao bolso da proteina D4 e receber os elétrons de Qa. Uma segunda razao seria
a de que o a-tocoferol atua como protetor da peroxidacéao lipidica e de OH*, o
qual tendo sua sintese interrompida, perderia sua acio de protecéao.

A comprovacgédo do efeito sinérgico apresentado por uma associagéo de
produtos nem sempre é tarefa facil e pode ser tema de controvérsia, como por
exemplo, quando se reivindica a patente de uma associagdo. Por isso, ha
necessidade de desenvolver-se uma metodologia adequada para comprovar a
existéncia deste tipo de acdo, que ira subsidiar os experimentos a serem
conduzidos a fim de testar-se a presenga de interagdo sinérgica. Muitas
metodologias para comprovagao do efeito estdo apresentadas na literatura e cada
uma delas pode ser adequada a uma determinada combinacéo de tratamentos.

O conhecido método de Colby, um dos mais empregados para a

comprovagdo de sinergismo entre associagbes, utiliza formula matematica



modificada, introduzida inicialmente por Gowing (1959), e depois por Limpel et al.
(1962) (Capitulo I, Equagéao 2.5).

O método da Equacdo 2.5 utiliza um modelo multiplicativo, ao invés de
aditivo, isto é sendo valido somente para casos onde os componentes da
associagao exibem acgao nao similar, (Colby, 1967; Hatzios & Penner, 1985).

Entre os trabalhos mais atuais, o método que tem evoluido é aquele que
emprega modelos de regresséo nao linear para ajuste dos resultados obtidos. As
curvas de resposta mais comum incluem curvas polinomiais e logaritmicas ou
exponenciais, sendo possivel também curvas hipérbole-retangular ou polinomiais
inversas, ou mais adequadamente, curvas logisticas (Akobundu et al., 1975b;
Morse, 1978; Hatzios & Penner, 1985; Seefeldt et al., 1995).

Em complemento aos resultados obtidos pelas curvas de resposta as
doses do modelo logistico, tem-se aplicado a técnica de representacédo dos
isobologramas. Constréi-se uma representagao grafica do comportamento da
associagdo em relagdo a unidao dos componentes isolados, a partir de uma
isobole de aditividade, gerada pela unido das doses de igual resposta dos
componentes isolados. As linhas ou contornos de igual resposta (50% de dano ou
Isp) € que sdo chamadas de isoboles. Tem sido apontado com desvantagem
desse método o grande numero de plantas-teste exigidas para obter um gréfico
com a transformacao “probit” (unidade de probabilidade) para as necessarias
interpolagdes. Uma forma proposta de superar esse obstaculo € a de ndo usar a
transformacao “probit”, empregando a linearidade da curva-resposta de dose ao
nivel de 50%. Outro obstaculo ao emprego deste método é a dificuldade para

testar-se estatisticamente as respostas esperada do modelo de referéncia,
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embora o uso de intervalos de confiangca tem possibilitado analises conclusivas
sobre as interagdes (Morse, 1978; Green & Streibig, 1993; Gessner, 1995).

De qualquer forma, o que se estara avaliando, em ultima analise, sera a
resposta de organismos vivos ao tratamento com agentes quimicos exégenos. As
plantas como organismos complexos que sdo, sofrerdo a agao conjunta dos
herbicidas associados, no interior da célula ou, mais especificamente, nas
membranas que formam o cloroplasto. Desta forma, é que propde-se a presente
hipotese, que supde a existéncia de agao sinérgica na associagao de herbicidas
inibidores do fluxo de elétrons do fotossistema Il (FS 1) com inibidores da sintese
de carotendides. Dai que a comprovagao da hipotese de sinergismo deve
inicialmente demonstrar a agao cooperativa dos herbicidas ao nivel bioquimico,
onde de fato os processos irdo ocorrer. Como consequéncia direta da acido ao
nivel bioquimico, devera ser demonstrada a alteracédo no nivel seguinte, o ultra-
estrutural. A comprovagao da interagdo ao nivel das organelas e células devera
ser acompanhada pelo efeito ao nivel do individuo, isto €, da planta toda. Como
as plantas, tanto as cultivadas como as plantas daninhas interagem ao nivel de
comunidade, a comprovagao da hipotese devera estender-se ao nivel de controle
de plantas daninhas e seletividade da associagéo as culturas.

Para tanto, é que estabeleceu-se como objetivo geral deste trabalho a
demonstracao da existéncia de sinergismo na associagao de herbicidas inibidores
do fluxo de elétrons do fotossistema Il e da sintese de carotendides. Como
modelo de estudo para atingir este objetivo geral, empregar-se-4 a associagao
dos herbicidas metribuzin e clomazone, representando respectivamente os dois
mecanismos de agdao. Como objetivos especificos, que serdo tratados

individualmente em cada capitulo deste trabalho figuram: a demonstragcdo da
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existéncia de sinergismo ao nivel bioquimico, a ser tratado no Capitulo I; a
demonstragdo da existéncia de sinergismo ao nivel celular, a ser tratado no
Capitulo II; a demonstragao da existéncia de sinergismo ao nivel de individuo, a
ser tratado no Capitulo Ill; a demonstragdo da existéncia de sinergismo ao nivel
de comunidade, com énfase nas relagdes de interferéncia entre soja e girassol,
neste caso como simuladora da planta daninha, a ser tratado no Capitulo IV; a
demonstragao da existéncia de sinergismo ao nivel de comunidade, com énfase
na planta daninha, a ser tratado no Capitulo V; a demonstracdo da existéncia de
sinergismo ao nivel de comunidade, com énfase na cultura, a ser tratado no

Capitulo VI.



2. CAPITULO | - ESTIMATIVA DO ESTRESSE OXIDATIVO POR
MALONDIALDEIDO E EXTRAVASAMENTO
ELETROLITICO EM GIRASSOL (Helianthus annuus),
EM RESPOSTA A ASSOCIAGCAO DOS HERBICIDAS
METRIBUZIN E CLOMAZONE

2.1. RESUMO

Estimar o efeito da associacdo de herbicidas por meios bioquimico e
fisico-quimico pode fornecer evidéncias comprovadoras do tipo de interagao
existente. Baseado neste fundamento, conduziu-se dois experimentos com a
aplicacdo de herbicidas causadores de estresse oxidativo com a intengdo de
comprovar possivel sinergismo na sua associagao. Aplicou-se metribuzin a 0 e
0,28 yMolar (M) e clomazone a 0 e 80 uM, em quatro repetigbes, isolados e em
associagao, na solugdo nutritiva com plantas de girassol (dois pares de folhas).
No material coletado 3 dias apds, determinou-se o malondialdeido (MDA) pelo
método do acido tiobarbiturico (TBA). Em outro experimento, aplicou-se
metribuzin a 0 e 12 yM e clomazone a 0 e 237 uM, em quatro repeticdes, isolados
e em associagao, sobre 40 discos de folhas de girassol (4 mm &) em 5 ml de
tampao MES-NaOH pH 6,5. Incubou-se a 24°C no escuro por 24 h e 36 h na luz.
Mediu-se entdo a condutividade eletrolitica da solugdo. A associacdo dos dois
herbicidas elevou o nivel de equivalente MDA (eq. MDA) em 217 e 166%, em
relagdo ao metribuzin e clomazone isolados, respectivamente. A associagao dos

produtos elevou os valores de condutividade eletrolitica em 37 e 41%, em relagao
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aos produtos mencionados. Os resultados comprovam, ao nivel bioquimico e
fisico-quimico, a existéncia de sinergismo na associagao destes herbicidas, nas

doses estudadas.

2.2. INTRODUGAO

A associagao de herbicidas inibidores do fluxo de elétrons no fotossistema
Il (FS Il) com herbicidas inibidores da sintese de carotendides gera elevado
estresse oxidativo, que culmina com a morte das plantas sensiveis. O estudo da
interacao existente nesta associagao, se aditiva, sinérgica ou antagénica, é tarefa
complexa e demanda abordagens em diferentes niveis. A intensidade dos efeitos
do estresse oxidativo pode ser determinada ao nivel da planta inteira, ou ao nivel
dos tecidos tratados e, mais especificamente, ao nivel celular. Para tanto, é
necessario avaliar variaveis que estejam diretamente relacionadas ao grau de
estresse provocado. Assim, a estimativa do estresse oxidativo por estes
indicadores, ao nivel celular, pode, ao lado de outras abordagens, fornecer
elementos comprovadores do tipo de interacdo existente nesta associagcao
(Devine et al., 1993d; Streibig & Kudsk, 1993).

Os herbicidas inibidores do FS I, entre eles o metribuzin (Apéndice 11.1.2),
exercem sua acao herbicida inicialmente pelo bloqueio do fluxo de elétrons do FS
II. Este bloqueio ocorre porque estes herbicidas ligam-se a proteina D4, no “bolso”
onde deveria ligar-se a plastoquinona Qg, que recebendo elétrons de Qa, da
prosseguimento ao transporte de elétrons. Com o herbicida ligado ao “bolso” da
proteina D¢, o transporte de elétrons fica bloqueado. Este bloqueio impede a
transferéncia de energia da clorofila para o centro de reagdo Pesy, 0 que da

origem a uma clorofila altamente reativa, a clorofila tripleto (*Chl). Esta clorofila
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reage com o oxigénio molecular, gerando formas reativas de oxigénio. Todas
estas moléculas altamente reativas, os radicais livres, irdo reagir com os lipidios
formadores das membranas, originando a peroxidagado lipidica, que além de
formar novos radicais lipidicos, danificam irreversivelmente as membranas
celulares (Hess, 2000; Fleck & Vidal, 2001).

O estresse oxidativo gerado por este tipo de agao herbicida € normalmente
amenizado por ac¢ao das defesas naturais da planta ao estresse, destacando-se o
papel dos carotendides. Os carotendides sao capazes de reagir com os radicais
livres, dissipando sua energia na forma de calor. Em condigdes normais, a agao
dos carotendides é suficiente para impedir o dano as membranas. Mas, quando a
planta recebe um herbicida como o metribuzin, a capacidade protetora dos
carotendides ¢é ultrapassada e a planta sofre a peroxidagéo lipidica (Devine et al.,
1993a; Devine et al., 1993b; Buchanan et al. 2000a; Hess, 2000; Fleck & Vidal,
2001).

Herbicidas como o clomazone (Apéndice 11.1.2) tem seu mecanismo de
agao centrado na inibicdo da rota de sintese dos carotendides. Com a presenca
reduzida ou auséncia de carotendides, a planta fica sujeita a agdo dos radicais
livres normalmente formados, sofrendo os danos nas membranas da mesma
forma descrita anteriormente. Por isso, hipotetiza-se que a associagdo de
herbicidas inibidores do FS Il, como o metribuzin, com herbicidas inibidores da
sintese de carotendides, como o clomazone, podera apresentar agao sinérgica,
pelo aumento do estresse oxidativo, de um lado, e pela redugdo das defesas
naturais, de outro (Devine et al., 1993a; Devine et al., 1993b; Devine et al., 1993c;

Fleck & Vidal, 2001; Kruse, 2001).
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Tanto na utilizagado isolada do metribuzin como do clomazone, e em sua
associacao, ocorrera o estresse oxidativo, desencadeando, entdo, a peroxidacao
de lipidios. Um dos metabdlitos resultantes da peroxidagado lipidica, é o
malondialdeido (MDA). Portanto, a sua determinagcdo, ainda que de forma
indireta, constitui-se em um indicador de avaliagado do grau do estresse oxidativo
formado pela acéo isolada, ou mesmo conjunta, dos herbicidas considerados
(Kenyon et al., 1985; Halliwell & Gutteridge, 1989).

A consequéncia direta do dano as membranas celulares pela peroxidagao
lipidica € o extravasamento do conteudo celular para o meio que estiver
envolvendo os tecidos danificados, quando o dano for suficiente para tanto.
Assim, a determinagdo do extravasamento eletrolitico em solugcdo de incubagao
de tecidos vegetais tratados com os herbicidas, através da condutividade
eletrolitica da solugao, constitui-se em mais uma variavel para avaliagao do efeito
dos herbicidas ao nivel celular (Kenyon et al., 1985; Dayan et al., 1997; Li et al.,
2000).

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de obter evidéncias sobre
o tipo de interagao existente na associacdo de herbicidas inibidores do FS I,
como o metribuzin, com inibidores da sintese de carotendides, como o
clomazone, pela estimativa do estresse oxidativo, através dos niveis de MDA e do

extravasamento eletrolitico.

2.3. MATERIAL E METODOS

Vérios experimentos independentes foram conduzidos para atingir os

objetivos propostos.
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2.3.1. Experimento com TBA

Os tratamentos testados neste experimento foram representados por
aplicagao dos herbicidas na solugdo nutritiva onde cultivou-se plantulas de
girassol do hibrido DKB 11. Foram testados metribuzin, nas doses de 0 e 0,28
MMolar (uM) e clomazone, nas doses de 0 e 80 uM, aplicados isoladamente e em
associacao. As doses foram escolhidas atendendo ao critério de utilizar-se doses
proximas a dose que provoca 50% do efeito total possivel, denominada de Is.
Normalmente esta dose encontra-se em regido de resposta linear ao efeito do
herbicida, por isso, presta-se melhor para a comprovagao de sinergismo
(Tammes, 1964; Hamill & Penner, 1973; Nash, 1981; Hatzios & Penner, 1985;
Seefeldt, et al.,, 1995). Foram empregadas as doses lsy definidas a partir das
curvas de resposta as doses obtidas no experimento descrito no Capitulo I,
validas para os herbicidas citados acima, aplicados na solucéo nutritiva de cultivo
de girassol, em condi¢gdes semelhantes as deste experimento.

Sementes de girassol foram colocadas para germinagdo em meados de
janeiro. Uma semana apés, transplantou-se trés plantulas por vaso, estes com
dimensdes de 10 cm de diametro, 17 cm de altura e 1200 cm® de capacidade
volumétrica. Os vasos de polietileno tereftalato (PET) foram mantidos revestidos
com papel aluminio. As plantulas foram fixadas em placa de isopor encaixada no
vaso. A solugao nutritiva utilizada foi constituida de acordo com o proposto por
Hoagland & Arnon, descrito em Hewitt (1966), com as seguintes concentragoes:
Ca(NO3)24H,0 4 mMolar (M), MgSO4H,0 2 mM, KNO3 4 mM, (NH4),SO4 0,435

mM, KH2PO4 0,5 mM, MnSO4H20 2 pM, CuSO45H20 0,3 uM, ZnSO47H,0 0,8 pM,
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NaCl 30 pM, NazMoO42H,0 0,1 uyM, H3;BO3; 10 yM e FeEDTA 10 puM. Foram
empregados 1000 ml da solugao por vaso, mantida com pH de 6,5 e sob aeracgéo
constante. A cada trés dias era completado o volume e verificado o pH, sendo
corrigido quando necessario com NaOH 1 N. O delineamento experimental foi
completamente casualizado, com quatro repeticdes.

Os tratamentos herbicidas foram aplicados quando as plantas
apresentavam o segundo par de folhas completamente expandidas. Preparou-se
solugcado herbicida para cada dose testada, de forma que 1 ml desta solucéo,
diluida no volume do vaso, resultasse na dose desejada. Para a aplicagéao,
retirava-se a placa de isopor com as plantas, adicionava-se a solucao herbicida,
agitando-se vigorosamente com auxilio de bastdo de vidro. Nos trés dias
subsequentes a aplicagdo, as plantas permaneceram em ambiente protegido
(estufa plastica), com temperatura maxima média de 36°C , minima média de
20°C . A radiacao teve duragado de 11 h 18 min, 11 h 30 min e 12 h (heliégrafo
Fuess), respectivamente, para cada dia apos a aplicagdo (DAA), com fluxo
fotdnico fotossintético maximo equivalente a 950 pmol.m?.s™ (sensor quantico
acoplado a porébmetro Li-Cor 1600).

Quando do estabelecimento dos sintomas visuais nas folhas, ao final do
terceiro dia, coletou-se o material para analise de MDA. Foram tomadas folhas do
segundo par de cada planta presente nos vasos. Imediatamente posterior ao
secionamento da folha, foram retiradas as nervuras centrais, obtendo-se 0,5 g de
tecido verde para a analise. Logo apds pesadas, as folhas foram colocadas em
tubo “eppendorph” de 1,5 ml e mergulhadas em nitrogénio liquido, para imediato

congelamento e armazenadas a -80°C até o uso (Velikova et al., 2000).
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Para a estimativa do estresse oxidativo através da peroxidacao lipidica,
com a medicao indireta de seu produto, o MDA, pelo método TBA (ou TBARS)
(Halliwell & Gutteridge, 1989), seguiu-se o proposto por Heath & Packer, 1968,
com algumas modificagdes (Du & Bramlage, 1992; Hodges et al., 1999; Velikova
et al., 2000; Fu & Huang, 2001). O tecido vegetal congelado, imerso em nitrogénio
liquido, foi triturado em almofariz e homogeneizado em 5 ml de acido tricloro
acético (TCA) 0,1% (massa.volume™). O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 g por 20 min, em centrifuga refrigerada a 4°C (Sigma 3K30) e 0,5 ml do
sobrenadante foi adicionado a 1 ml de TCA 20% + TBA 0,5% (peso.volume™).
Apoés agitada, a mistura foi incubada em agua a 90°C por 30 min e paralisada a
reacao ao final, por imersao dos tubos em banho de gelo. Foi feita entdo nova
centrifugacdo a 10.000 g por 5 min. Outros 0,5 ml do sobrenadante foram
adicionados a 1 ml de TCA 20%, sendo agitados, incubados, imersos em banho
de gelo e centrifugados como ja descrito. Durante este processo, as amostras
estiveram sempre refrigeradas em banho de gelo. Foi entdo lida a absorbancia
(Spectronic® Genesis™ Il) a 532 e a 600 nm, onde 532 nm representa a maxima
absorcao do complexo MDA-TBA e 600 nm a absorcao de turbidez n&o especifica
(Heath & Packer, 1968; Du & Bramlage, 1992; Hodges et al., 1999; Velikova et al.,
2000; Fu & Huang, 2001).

A quantidade do complexo MDA-TBA (equivalente MDA = eq. MDA) foi
calculada de trés formas (a seguir). A primeira forma de calcular eq. MDA (nmol.g.
MV (Kwon et al., 1965; Halliwell & Gutteridge, 1989) utilizou apenas a

absorbancia a 532 nm (Ass2+18A), €Mpregando-se a Equagéo 2.1:

eq. MDA = 60.000.{(As32+8a }/156} Equagéo 2.1.
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A segunda forma de calcular eq. MDA (Heath & Packer, 1968; Du &
Bramlage, 1992) utilizou absorbancia de 532 e 600nm (Aspo+TBA), NAO
descontando a absorbancia das amostras sem TBA, empregando-se a Equacgéao

2.2:

eq. MDA = 60.000.{(A532+TBA - A600+TBA)}/1 56} Equagéo 2.2.

A terceira forma de calcular eq. MDA (Hodges et al., 1999) utilizou
absorbancia de 532 e 600nm e descontou-se a absorbancia das amostras sem

TBA, empregando-se a Equagao 2.3:

eq. MDA = 60.000.[{(As32+TBA - Asoo+TBA)-(As32-T8A - As00-TBA)}/ 156] Equacéo 2.3.

Os resultados obtidos de eq. MDA pelas equacbes 2.1, 2.2 e 2.3 foram
submetidos a analise da variancia, segundo o procedimento proposto por Flint et
al. (1988), que oferece tratamento estatistico a formula de Limpel (Limpel et al.,
1962; Devine et al., 1993d), modificada por Colby (1967). O procedimento propde
a analise em esquema fatorial, com transformacdo dos dados para logaritmo
decimal e a estimativa da interagdo I; como forma de verificar a existéncia de
sinergismo. A interacdo I; é estimada subtraindo-se do efeito dos herbicidas em

associagdo p;j, os efeitos dos fatores isolados (uio € ;) € somando-se o efeito dos

niveis 0 dos dois fatores (o), da seguinte forma:

lij = wij - pio - Moy + Moo Equacéo 2.4.

Havera a indicagéo de sinergismo se [; >0, antagonismo se [ < 0 e

aditividade se | = 0, todos com significancia estatistica, para variaveis que
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aumentem de magnitude com a acdo herbicida, como as estudadas neste
trabalho. E proposta uma rotina para o aplicativo computacional SAS®, que
executa a andlise pelo modelo linear geral (GLM), testando a significancia da
interacédo diretamente como parametro do modelo (coeficiente de regresséao) pelo
teste t (Flint et al., 1988) (Apéndice 11.4).

Alternativamente a esta andlise, foi realizada uma segunda andlise da
variancia, para a variavel eq. MDA calculada pela Equagdo 2.3. Seguiu o
esquema de classificagao simples, com comparacao entre as médias pelo teste
Waller-Duncan e pelos erros-padroes das médias dos tratamentos (Riboldi,
1995a). Além dos quatro tratamentos testados (sem herbicida, metribuzin a 0,28
MM, clomazone a 80 pyM e metribuzin 0,28 pM + clomazone 80 uM), foram
calculados valores estimados pela férmula de Limpel et al. (1962), expressa na

Equacao 2.5:

E =Y/ + Y5(100-Y4)/100 Equaco 2.5,

onde E representa o valor esperado com a associacao dos herbicidas e Y; e Y
representam o resultado obtido pela aplicacado isolada de cada herbicida, para
cada repeticdo. Os valores obtidos desta forma estimam o resultado esperado se
a associagao entre os herbicidas apresentar interagdo nula (aditividade). Se os
resultados da associagao forem superiores a estes, a interagdo sera sinérgica e
antagbnica se forem inferiores (Limpel et al., 1962, Colby, 1967; Devine et al.,
1993d). Os valores esperados assim calculados foram comparados com os
resultados do tratamento com a associacdo de metribuzin + clomazone por
comparacgao de dois tratamentos em amostras independentes quando nq = ny

(teste t) (Steel & Torrie, 1980; Riboldi, 1993).
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2.3.2. Experimentos de condutividade eletrolitica

Neste trabalho foi realizado um experimento preliminar para definir as
doses a serem empregadas no experimento de associagdo dos herbicidas. Apos
definidas as doses necessarias para aumentar a condutividade eletrolitica em
50% (lso), realizou-se o experimento de associagao entre herbicidas. Em ambos
experimentos, os tratamentos testados foram aplicados em discos de folhas de
girassol do hibrido DKB 11, coletadas quando as plantas estavam no estadio de

dois a trés pares de folhas verdadeiras.

2.3.2.1.Definicao de Iso

Foram avaliadas curvas de resposta as doses para o metribuzin e
clomazone, a fim de determinar a lsp para cada herbicida, nas condi¢cdes do
experimento em questdo. A dose Isp € a que fornece a estimativa mais acurada
possivel da sensibilidade da planta ao herbicida e, também, permite a
comparagao com outros experimentos (Seefeldt el al., 1995). Para avaliagado da
resposta as doses do herbicida metribuzin foram empregadas as concentragdes
de 0, 5, 10, 20, 40 e 80 pM, e para o clomazone de 0, 50, 100, 200, 400 e 800 uM
(Seefeldt, et al., 1995). As plantas de girassol que forneceram os discos foliares
foram obtidas por semeadura, em meados de outubro, sobre bandejas de 25 x 40
x 10 cm, contendo como substrato solo peneirado, cuja analise fisico-quimica
indicou 290 g.kg™' de argila, 19 g.kg" de matéria organica, 25 mg.dm™ de P, 123
mg.dm™ de K e pH (H.O:solo 1:1) de 6,0. As plantas foram mantidas em ambiente
protegido (estufa plastica), com temperatura maxima média de 32°C, minima
média de 20°C, fotoperiodo médio de luz natural de 13 horas e fluxo fotdonico
fotossintético maximo de 950 umol.m?.s™ ao meio dia. As plantas foram irrigadas

sempre que necessario.
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Duas semanas apds a emergéncia das plantulas, folhas do segundo e
terceiro par foram secionadas das plantas e lavadas com a solucao de incubagao.
Das folhas extrairam-se 40 discos de 4 mm de didmetro para cada repeticao.
Foram feitas trés repeticbes para cada dose de herbicida testada. A solucdo de
incubagdo continha agua destilada com 1% (p.v"') de sacarose e 1 mM do tamp&o
(MES NaOH {2-(N-morfolino)acido etanosulfénico}), pH 6,5. Os discos foram
colocados em placas de petri de 6,0 cm de didmetro e 1,5 cm de altura, com 5 ml
da solucdo de incubacgao. A esta solugcdo foram adicionados 0,5 ml de solugao
contendo os herbicidas em diferentes concentracbes, para atingir as doses
estudadas (Kenyon et al., 1985; Dayan et al., 1997; Li et al., 2000).

Os discos foliares foram entao incubados em camara climatizada, por 24 h
na auséncia de luz e por 36 h sob fluxo fotbnico fotossintético médio de 95
umol.m?.s™, sempre a 24 + 0,5°C. Apos os periodos de incubagao, a solugdo sem
os discos foi colocada em tubos e medida a condutividade eletrolitica por
condutivimetro (Analion C-708) com eletrodo de platina e expressa em
pmho.cm-1 (Kenyon et al., 1985; Dayan et al., 1997; Li et al., 2000).

Os resultados obtidos para cada herbicida foram ajustados pelo modelo

log-logistico expresso na Equacéo 2.6:

y=C+ D-C/1+exp[b(Ln(x) - Ln(/50))] Equacéo 2.6,

onde y é a variavel resposta estimada, C é o valor de y para a dose 0, D é o valor
maximo de y, Ln(x) é o logaritmo natural de cada dose, Ln(/sp) € o logaritmo
natural da dose que provoca 50% do efeito maximo e b € o parametro que indica
a declividade da curva em torno de Isg. Os resultados foram submetidos a analise

de variancia. Com o auxilio do aplicativo computacional SigmaPlot (SPSS Inc.)
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obteve-se a estimativa do parametro lsp, que forneceu as doses a serem
empregadas no experimento com a associagado dos herbicidas (Streibig & KudskK,

1993; Seefeldt et al., 1995).

2.3.2.2. Experimento com condutividade eletrolitica para associagao
dos herbicidas

Para o experimento de associagao dos herbicidas, plantas de girassol do
mesmo hibrido foram cultivadas da forma descrita anteriormente, com semeadura
em meados de novembro. Neste experimento, as condicbes da estufa plastica
foram semelhantes as condigdes descritas em 2.3.2.1. A extragdo dos discos
ocorreu duas semanas apds a emergéncias das plantulas, seguindo o mesmo
protocolo descrito para o experimento anterior.

Foram testados os herbicidas metribuzin, nas doses de 0 e 12 yM e
clomazone, nas doses de 0 e 230 yM, aplicados isoladamente e em associagao,
com quatro repeticbes para cada tratamento, em delineamento completamente
casualizado. Um quinto tratamento incluiu discos sem tratamento herbicida, que
sofreram, apos a incubacédo, imersdao em banho de agua a 95°C, para provocar o
maximo extravasamento eletrolitico possivel (Li et al., 2000).

Os resultados obtidos foram submetidos as mesmas anadlises estatisticas
descritas no experimento com MDA. A primeira forma para analise estatistica
aplicou-se o modelo proposto por Flint et al. (1988), para os valores originais de
condutividade, expressos em pmho.cm™, com transformagdo para logaritmo
decimal. A condutividade também foi expressa pelo indice de extravasamento

eletrolitico relativo (l¢), calculado utilizando-se a Equacgao 2.7:

le = 100(R+ - Ro(1 - Rop) Equacéao 2.7,



24

onde Ri é a razdo entre a condutividade de discos tratados e a maxima
condutividade possivel, obtida pelo tratamento de imersao em agua a 95°C; Ry, a
razao entre a condutividade dos discos nao tratados e a maxima possivel (Li et
al., 2000). A segunda forma para analise estatistica, fez-se a analise da variancia
em esquema de classificagdo simples, com os quatro tratamentos originais e o
quinto tratamento com o banho-maria a 95°C. As médias também foram
comparadas pelo teste Waller-Duncan e pelos seus erros-padroes da média
(Riboldi, 1995a). Novamente foi aplicada a Equacgao 2.5 sobre a variavel |, e os
valores esperados foram comparados com os resultados do tratamento com a
associacado de metribuzin + clomazone, por comparacgao de dois tratamentos em
amostras independentes quando nq = ny (teste f) (Steel & Torrie, 1980; Riboldi,

1993).

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Analise dos niveis de MDA

O estresse oxidativo resultante da acdo dos herbicidas metribuzin e
clomazone provoca a peroxidacdo lipidica, danificando e destruindo as
membranas celulares. O composto resultante desta peroxidagdo € o MDA.
Portanto, a intensidade da acdo herbicida pode ser medida, ao nivel celular-
bioquimico, pela determinagdo dos niveis de eq. MDA no tecido tratado (Devine et
al., 1993a).

A estimativa do estresse oxidativo em folhas de girassol pela quantidade
de eq. MDA pelas trés formas diferentes de calcular o eq. MDA disponiveis na
literatura demonstra a necessidade de adotar métodos que subtraiam a

absorbancia de turbidez ndo especifica (Tabela 2.1). A Equacgao 2.1, que utiliza
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apenas a absorbancia obtida no comprimento de onda de maxima absorgcédo do
aducto TBA-MDA, 532 nm, é bastante empregada em tecidos de origem animal,
para os quais o método TBA foi originalmente desenvolvido (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Nestes tecidos, provavelmente, ndo ocorrem substancias que
possam prejudicar a medida acurada de MDA no tecido. Ja em tecidos vegetais,
este método demonstra ndo ser adequado, pois a presencga de outros compostos
pode interferir na correta determinacao dos niveis de MDA (Hodges et al., 1999).
TABELA 2.1. Equivalentes de MDA (eq. MDA) de folhas de girassol, calculados
por trés métodos distintos (Equagbes 2.1, 2.2 e 2.3), em resposta a

aplicacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone isolados e em
associagao. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001/2002.

Eq. MDA (nmol.g.MV™")’

Tratamentos
Equacéo 2.1 Equacéo 2.2 Equacéo 2.3

Tratamento sem herbicida 17,4 11,5 11,2
Metribuzin 0,28 uM 13,9 10,5 9,9
Clomazone 80 yM 50,0 11,4 11,8
Metribuzin + clomazone 42,2 33,7 31,4
Estimativa da interagao? -4,33 23,27 20,95
Probabilidade (fcaic. > tiab.) 0,70 <0,01 <0,01
CV (%)° 6,13 11,01 3,06

! Equagéo 1= {(A532+TBA)/156} 60.000; Equagéo 2= {(A532+TBA - A600+TBA)}/156} 60.000; Equagéo 3=
[{(A532+TBA - A600+TBA)'(A532-TBA - AGOO-TBA)}M 56] 60.000, onde Aszo+tRA = absorbancia a 532 nm com
TBA (.1a = sem TBA); Agpo = absorbancia a 600 nm; 156 = coeficiente de extingdo molar do MDA
em mM cm™"; 60.000 = fator de convers3o.

2 li = Wi - Mio - Hoj + Moo, ONde | = estimativa da interagado segundo Flint et al. (1988); p; = efeito dos
herbicidas em associacgao; Lo € g = efeito dos herbicidas aplicados isoladamente; 4o = efeito dos
niveis 0 dos herbicidas.

*Desvio padrio relativo.

A Equacdo 2.1 superestimou os valores de eq. MDA em todos os
tratamentos e, principalmente, no tratamento com clomazone, sendo até mesmo
superior a associacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone. Isto refletiu-se na
analise da interacio existente na associacao, pelo método proposto por Flint et al.
(1988) e sugere interagdo antagbdnica (pelo valor negativo da estimativa da
interacdo), mas como o teste t ndo foi significativo, pela Equagao 2.1 concluir-se-

ia por auséncia de interacdo. Quando a probabilidade da estimativa da interacao
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for inferior a a. (0,05), rejeita-se Hy (interacéo entre herbicidas ausente ou aditiva).
Caso a estimativa da interagdo seja positiva, confirma-se, entdo, sinergismo.
Caso a estimativa da interagdo seja negativa, confirma-se antagonismo (Flint et
al., 1988).

Cabe ressaltar que a proposta inicial de Flint et al. (1988) é de que ha
sinergismo quando a estimativa for menor do que zero e antagonismo quando for
maior do que zero. Ocorre que os autores, no exemplo que apresentam,
trabalham com a variavel massa do caule, que decresce de magnitude com o
tratamento herbicida, da mesma forma com que Colby (1967) exemplifica sua
proposta. No presente trabalho, as variaveis estudadas (peroxidagéo de lipidios e
extravasamento do contéduo celular) aumentam de magnitude com o tratamento
herbicida. Portanto, é de se esperar sinergismo em estimativas de interagao
maiores do que zero. Por isso, quando for aplicada a proposta de Flint et al.
(1988), € necessario considerar a natureza da variavel estudada, em fungéo do
tratamento herbicida, adaptando o resultado de acordo com a variavel em
questao.

Os niveis de eq. MDA calculados pelas Equacbes 2.2 e 2.3 (Tabela 2.1)
apresentam estimativas da interacdo maiores do que zero, com probabilidade
inferior a 0,05, confirmando, portanto, para a existéncia de sinergismo na
associacao dos herbicidas e nas doses estudados.

A obtencdo de resultados opostos, exclusivamente pela forma de calcular
os valores de eq. MDA (Equacdo 2.1 versus Equagbes 2.2 e 2.3 - Tabela 2.1),
demonstra a necessidade de empregar-se a leitura da absorbancia também a 600
nm na analise de tecido vegetal. Esta leitura permite retirar-se dos resultados a

influéncia de outras substancias presentes no tecido vegetal que, reagindo com o
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TBA, absorvem luz em comprimento de onda préximos aos 532 nm, mascarando
os resultados. Ha ainda autores que preconizam também a leitura a 440 nm, a fim
de retirar a influéncia de sacarose no resultado final, j& que ela pode estar
presente em tecidos como frutos, colmos e raizes e reagem com TBA (Du &
Bramlage, 1992).

As Equacgdes 2.2 e 2.3 para o calculo do eq. MDA produziram resultados
bastante semelhantes e possuem capacidade equivalente de demonstrar o
sinergismo na associagao dos herbicidas, nas doses empregadas. A diferenca
entre ambos esta na conducao paralela de subamostras com e sem TBA, para
permitir a eliminagdo de interferéncia de compostos que, mesmo sem reagir com
TBA, possam aumentar a absorbancia nos comprimentos de onda utilizados.
Pelos resultados equivalentes obtidos neste trabalho, verifica-se nao haver
necessidade de conduzir-se subamostras sem TBA, o que ndao garante que em
outros tecidos ou espécies, este procedimento ndo deva ser realizado (Hodges et
al., 1999). De qualquer forma, adotar-se-do os resultados da Equagao 2.3, como
os definitivos para este trabalho.

A elevada significancia (P<0,01) obtida para a estimativa da interagao
entre herbicidas ser diferente de zero , evidencia ao nivel bioquimico o sinergismo
na associagao de metribuzin e clomazone, nas doses empregadas (Tabela 2.1).
Os niveis de eq. MDA encontrados nas folhas de plantas tratadas com os
herbicidas associados, indicam a ocorréncia de peroxidagdo lipidica em
intensidade muito superior a encontrada nos tratamentos com os herbicidas
aplicados de forma isolada. Convém ressaltar a acentuada superioridade dos
niveis de eq. MDA do tratamento de metribuzin mais clomazone, ndo s6 em

relacdo aos tratamentos com os herbicidas aplicados isoladamente, mas também



28

em relagao a estimativa obtida pela formula de Limpel et al., (1962) (Equacéao 2.5)
(Figura 2.1).

A inclusao de valores calculados pela Equacao 2.5, comparados pelo teste { com
o tratamento metribuzin + clomazone, pretendeu fornecer uma alternativa ao
modelo de analise proposto por Flint et. al. (1988). Esse modelo foi justamente
desenvolvido para preencher a lacuna deixada por Limpel et al. (1962) e Colby
(1967), que nao propuseram meio estatistico de comparagdo dos valores
estimados com os realmente obtidos pela associacdo. Mas o0 seu
desenvolvimento inclui derivacbes matematicas ndo tdo facilmente disponiveis
(Apéndices 11.4 e 11.5). Por isso, buscou-se produzir, alternativamente, uma
analise de maior acessibilidade, também apresentando tratamento estatistico a
férmula de Limpel et al. (1962). Efetuou-se a comparagao dos valores esperados
com os realmente obtidos, aplicando-se a Equacéo 2.5 para cada repeticdo dos
tratamentos com metribuzin e clomazone aplicados isoladamente. A média assim
calculada foi comparada com a média do tratamento com associacdo de
metribuzin e clomazone, pela comparagdo de dois tratamentos em amostras
independentes quando n4 = n, (Steel & Torrie, 1980; Riboldi, 1993).

Tanto a comparacao entre as médias dos quatro tratamentos, pelo teste
Waller-Duncan (Figura 2.1), quanto a comparagao entre a média estimada pela
Equacao 2.5, demonstram o maior nivel de peroxidacao lipidica do tratamento
com a associacao dos herbicidas metribuzin e clomazone. Mais uma vez, de
forma alternativa a anterior, fica evidenciada a existéncia de sinergismo na
associacdo de metribuzin e clomazone, ao nivel da peroxidagao lipidica, nas

doses empregadas.
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FIGURA 2.1. Equivalentes de MDA (eq. MDA) de folhas de girassol apos
tratamento com os herbicidas metribuzin (met) (0,28 uM) e
clomazone (clom) (80 uM), aplicados isolados e em associagao
(nas mesmas doses) e valores esperados pela férmula de Limpel
(E = X + Y(100-X)/100). Colunas abaixo de mesma letra nao
diferem ao nivel de 5% de significancia (teste Waller-Duncan) e
barras verticais representam o erro padrao da meédia de cada
tratamento. *Inferior a met + clom (teste t, P<0,01). UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

A magnitude dos niveis de eq. MDA encontrados, variando entre 11 e 31
nmol.g.MV", estd de acordo com os niveis encontrados em outros trabalhos
(Velikova et al., 2000; Prochazkova et al., 2001). Experimento que avaliou o
estresse salino em girassol apresentou valores entre 10 a 40 nmois.g.MV" em
raizes, colmos e calos das plantas (Vieira Santos et al., 2001). Trabalho sobre a
senescéncia de folhas de espinafre, relatou valores entre 10 e 40 nméis.g.MV"

(Hodges & Forney, 2000).
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A intensidade do estresse oxidativo provocado pela associacdo de
metribuzin e clomazone fica ainda mais evidente quando se observa que os
herbicidas aplicados isoladamente ndao produziram mais peroxidagao lipidica do
que a normalmente encontrada em plantas nado tratadas (Figura 2.1). Isto
demonstra que as doses utilizadas foram inferiores as doses ls pretendidas, o
que ressaltou o resultado obtido com a associagdao dos produtos, devido,

provavelmente, a sua agao reciproca e potencializadora.

2.4.2. Analise do extravasamento eletrolitico

Outra forma escolhida para analisar o efeito da associacdo dos herbicidas
pelo estresse oxidativo provocado, foi medir o extravasamento eletrolitico de
discos foliares tratados com os herbicidas. O efeito final da agao herbicida, tanto
do metribuzin, quanto do clomazone, ainda que seu mecanismo de agao primario
seja distinto, € o estresse oxidativo. O resultado deste estresse € peroxidagédo das
membranas celulares, que culmina com o extravasamento do conteudo celular
para o meio externo. A solugcdo que receber este extravasamento tera sua
condutividade eletrolitica aumentada, pela presengca dos ions e compostos
polares presentes no citosol. Portanto, quanto maior o estresse oxidativo, maior
sera a condutividade medida (Kenyon et al., 1985; Dayan et al., 1997; Li et al.,
2000).

As curvas de resposta as doses obtidas no experimento preliminar de
condutividade eletrolitica, indicam que para metribuzin a dose |5y encontrada foi
de 12 uM, equivalendo a uma condutividade estimada de 825 pmho.cm™ (Figura
2.2). O modelo log-logistico empregado ajustou adequadamente os resultados
obtidos, produzindo coeficiente de determinagdo bastante elevado (R?=0,98),

significando que grande parte da variabilidade da média de condutividade é
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explicada pelo modelo. Para o herbicida clomazone, encontrou-se a dose |5y de
237 UM e condutividade estimada de 883 pmho.cm™ (Figura 2.3). O ajuste do
modelo log-logistico também foi adequado (R?=0,99) para ajuste dos resultados
obtidos (Apéndice 11.6) (Riboldi, 1995b; Seefeldt, et al., 1995).

Discos foliares de girassol, submetidos aos tratamentos com metribuzin e
clomazone, isolados ou associados, nas doses lIso, tiveram extravasamento do
conteudo celular, propiciando maior condutividade eletrolitica no tratamento com a
associagao dos herbicidas metribuzin e clomazone (Tabela 2.2). No método de
analise estatistica proposto por Flint et al. (1988), a estimativa da interagéo é
maior do que zero, com alta significancia estatistica, o que indica ocorrer, nestas
doses, o efeito de interagéo sinérgica entre os herbicidas metribuzin e clomazone.
Trabalhos que utilizaram condutividade eletrolitica para avaliar o efeito de
acifluorfen em pepino e sensibilidade de cultivares de soja ao sulfentrazone,
obtiveram niveis semelhantes de condutividade, com 300 pmho.cm™ em pepino
(apenas 5 horas de luz) e até 600 umho.cm™ em soja (Kenyon et al., 1985; Dayan
et al., 1997).

O indice de extravasamento eletrolitico relativo (l¢), também apresenta
estimativa da interagdo superior a zero, com elevada significancia estatistica
(P<0,01) (Tabela 2.2), confirmando o sinergismo na associagdo dos herbicidas
metribuzin e clomazone, nas doses empregadas, ao nivel celular.

A expressao dos dados pelo | tem por finalidade apresentar os resultados
extraindo-se dos tratamentos os niveis observados na solugdo sem tratamento
herbicida e em fungdo da maxima condutividade produzida pelos discos foliares
(em banho-maria com agua fervente). Neste experimento a condutividade maxima

média (quatro repeticdes) foi de 1272 pmho.cm™. Esta transformacdo compensa
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as diferencas potenciais entre tecidos, permitindo a comparacdo com outros

trabalhos (Huang et al., 1997; Li et al., 2000).
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FIGURA 2.2. Curva de resposta as doses da condutividade eletrolitica de discos

foliares de girassol, sob doses crescentes de metribuzin. A linha
continua representa a curva ajustada pelo modelo log-logistico e os
pontos representam os valores originais de cada repeticdo. A dose
necessaria para obter 50% de reposta (lsp), definida pelo modelo,
esta representada pela linha vertical tracejada. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

Em trabalho que objetivou analisar a sensibilidade de cultivares de soja ao

herbicida sulfentrazone, foram obtidos |l que variaram de 0,8 para cultivares

tolerantes, a 8,8 para cultivares sensiveis (Li et al., 2000). Estes resultados

corroboram o emprego desta metodologia como forma de avaliagédo do efeito

herbicida ao nivel celular.

O procedimento adotado para a variavel eq. MDA, de comparagao dos

valores estimados pela Equagao 2.5, com os resultados do tratamento com a
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associacao metribuzin + clomazone também foi adotado para a variavel l. Incluiu-

se também o valor maximo de condutividade, obtido pela imersdo da solucdo em

banho-maria de agua a 95°C. A comparagao entre as médias dos tratamentos

pelo teste Waller-Duncan demonstra claramente o maior extravasamento

eletrolitico provocado pela associagdo dos herbicidas, tanto em relagdo ao

provocado pelos herbicidas isoladamente, como pelo efeito esperado, calculado

pela férmula de Limpel et al. (1962) (Figura 2.4) e comparado com a média do

tratamento de associacao pelo teste t.
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FIGURA 2.3. Curva de resposta as doses da condutividade eletrolitica de discos

de folhas de girassol, sob doses crescentes de clomazone. A linha
continua representa a curva ajustada pelo modelo log-logistico e os
pontos representam os valores originais de cada repeticdo. A dose
necessaria para obter 50% de reposta (Isp), definida pelo modelo,
estd representada pela linha vertical tracejada.UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.
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TABELA 2.2. Condutividade eletrolitica de discos foliares de girassol, em resposta
a aplicacao dos herbicidas metribuzin e clomazone isolados e em
associagao. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Condutividade eletrolitica
Tratamentos

(umho.cm™) le |
Tratamento sem herbicida 653 0,0
Metribuzin 12 uM 701 1,8
Clomazone 237 uM 681 1,1
Metribuzin + clomazone 962 11,8
Estimativa da interagao ° 0,12° 8,89
Probabilidade (faic. > tiab.) <0,01 <0,01
CV (%) * 0,51 24,56

" Indice de extravasamento eletrolitico relativo: I, = 100(R1 - Ro(1-Ro) onde R é a razéo entre a
condutividade de discos tratados e a maxima possivel e, Rg,, a razdo entre a dos discos nao
tratados e a maxima possivel (maxima média de 1272 umho.cm'1).

2 li = Wi - Mio - Hoj + Moo, ONde |l = estimativa da interagdo segundo Flint et al. (1988); p; = efeito dos
herbicidas em associacgao; Lo € g = efeito dos herbicidas aplicados isoladamente; 4o = efeito dos
niveis 0 dos herbicidas. Se ;>0 = interagdo sinérgica; se |;=0 = interagcdo aditiva e se ;<0 =
interacao antagonica, todos quando a probabilidade de f,c > tap < 0,05,

*Valores transformados para logaritmo decimal.

* Desvio padrao relativo.

Verifica-se que mesmo a associacdo dos herbicidas ndao provocou o
maximo extravasamento possivel (Figura 2.4). Especula-se que poderia ter-se
deixado transcorrer mais tempo de incubag¢ao no periodo luminoso, ou com maior
intensidade de luz para se acentuar o extravasamento do conteudo celular. Em
trabalho em intensidade de luz semelhante a empregada no presente trabalho,
em que foram testados varios tempos de incubacdo, o periodo de 36 horas
permitiu o maximo extravasamento, mas representou apenas 73% do obtido com
o tratamento de banho-maria (Li et al., 2000). Vale considerar que o tratamento
com o banho-maria serve como referéncia para poder calcular-se o | € ndo
necessariamente deve ser atingido pelos tratamentos herbicidas (Huang et al.,

1997; Li et al., 2000).
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FIGURA 2.4. indice de extravasamento eletrolitico (I) de discos foliares de
girassol (Helianthus annuus) apés tratamento com os herbicidas
metribuzin (met) (12 uM) e clomazone (clom) (237 uM), aplicados
isolados e em associacdo e valores esperados pela formula de
Limpel et al. (1962) (E = X + Y(100-X)/100). Colunas abaixo de
mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de significancia (teste
Waller-Duncan) e barras verticais representam o erro padrao da
média de cada tratamento. *Inferior a met + clom (teste ¢, P<0,01).
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Ja os tratamentos com os herbicidas aplicados isoladamente equivaleram-
se entre si e com o tratamento sem herbicida. Este resultado, de certa forma, se
deve a forma de calcular o l, que toma o maximo extravasamento como
referéncia para expressao dos demais, o que reduz ainda mais as diferengas de
baixa magnitude.

A analise conjunta dos resultados de eq. MDA e condutividade eletrolitica,

como forma de estimar o estresse oxidativo provocado pelos herbicidas

metribuzin e clomazone, aplicados isolados e em associagéo, permite detectar a
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existéncia de interagc&o sinérgica na agéo conjunta destes herbicidas, pelo menos
entre os dois conjuntos de doses empregados em cada um dos trabalhos. Os
resultados de eq. MDA asseguram a estimativa do estresse oxidativo por um
parametro bioquimico, ja que o MDA é o composto resultante da peroxidagao
lipidica, gerada pelo estresse. Em complemento a estes, os resultados de
condutividade eletrolitica estimam o estresse através de um parametro fisico-
quimico, consequéncia do primeiro, uma vez que o rompimento das membranas
causa o extravasamento eletrolitico. Portanto, sdo duas formas de medir a acao
dos herbicidas na sua capacidade de destruir as membranas do vegetal e atingir
seu objetivo. Ambas variaveis demonstraram que a agado de um herbicida é
facilitada pelo outro, confirmando a hipétese de que a reducdo da capacidade
protetora da planta pelo herbicida inibidor da sintese de carotendide, facilita a
acao geradora de estresse oxidativo, pelo herbicida inibidor do fluxo de elétrons

do FSII.

2.5. CONCLUSOES

Os herbicidas metribuzin e clomazone, aplicados em associagdao, nas
doses de 0,28 e 80 pM, respectivamente, em solugcdo nutritiva de cultivo de
plantulas de girassol, provocam niveis de equivalente MDA superiores aos
provocados por suas aplicagbes isoladas. A magnitude da diferenca é de tal
ordem que configura a existéncia de interacao sinérgica da associacao, nas doses
testadas.

Os herbicidas metribuzin e clomazone, aplicados em associagdao, nas
doses de 12 e 237 uM, respectivamente, em solugdo com discos foliares de

girassol, causam extravasamento eletrolitico superior ao esperado a partir dos
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efeitos obtidos com a aplicacao isolada. Neste caso o tipo de interacao existente é
caracterizada como sinérgica.

O estresse oxidativo em plantulas de girassol, decorrente da aplicagéo dos
herbicidas metribuzin e clomazone aplicados associados, estimado pelos niveis
do metabdlito resultante da peroxidagao lipidica, o malondialdeido e pela ruptura
das membranas celulares, através do extravasamento eletrolitico, comprova a

existéncia de sinergismo nesta associagao, nas doses empregadas.



3. CAPITULO I - MODIFICACOES ULTRA-ESTRUTURAIS EM
CLOROPLASTOS DE GIRASSOL (Helianthus
annuus), EM DECORRENCIA DA ASSOCIAGAO
DOS HERBICIDAS METRIBUZIN E CLOMAZONE

3.1. RESUMO

As interagdes que determinam os efeitos da associagdo de dois ou mais
herbicidas podem ser investigadas com o estudo das modificagbes ultra-
estruturais sofridas nos cloroplastos. Foi conduzido experimento com a aplicagéo
dos herbicidas metribuzin a 25 g.ha™ e clomazone a 275 g.ha™, isolados e em
associagao, sobre plantas de girassol, em pdés-emergéncia, com a adigao de 6leo
mineral Assist a 0,5% (v.v''). O material coletado das folhas sofreu preparagédo
adequada para obtencdo de eletromicrografias com microscopio eletrénico de
transmissao (MET). Das imagens, foram obtidas medidas de comprimento,
largura, area do cloroplasto e area do sistema grana-tilacéides. A analise das
imagens obtidas, da razdo comprimento.largura” e da relagdo area do sistema
grana-tilacoides.area do cloroplasto™ forneceu evidéncias de que os herbicidas
isolados produziram dano moderado nos cloroplastos. Ja a associagdo dos
herbicidas produziu dano severo, provocando a destruicdo dos tilacoides e o
rompimento do envelope. Conclui-se que a associagdo destes herbicidas
apresenta agao potencializada em relacdo a acdo de cada herbicida aplicado

isoladamente.
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3.2. INTRODUGAO

As modificagdes provocadas por herbicidas ao nivel ultra-estrutural, nas
células, seus cloroplastos, mitocéndrias e outras organelas tém sido investigadas
a fim de contribuir para o entendimento de seu mecanismo de agdo. As alteragdes
anatbmicas observadas com o auxilio de microscopio eletrénico de transmisséo
complementam e confirmam os estudos conduzidos ao nivel bioquimico e
fisiolégico. Da mesma forma, as interagcées decorrentes do uso associado de dois
ou mais herbicidas podem ser melhor compreendidas quando as avaliagdes
realizadas incluem estudos das modificacdes ultra-estruturais, como verificado em
diversos estudos sobre o mecanismo de ag¢ao de herbicidas(Hill et al., 1968;
Pallett & Dodge, 1980; Ashton & Crafts, 1981; Fayez, 2000).

A forma e o tamanho dos cloroplastos sao variaveis de acordo com a idade
da planta, sua atividade metabdlica e condicdes ambientais. Os cloroplastos séo
envolvidos por uma dupla membrana denominada envelope, que delimita seu
conteudo interior. Nela estdo contidos o estroma, matriz do plastidio que envolve
o sistema de membranas, os tilacdides, que abrigam os complexos de captagéo
de luz e fotossistemas | e Il e o conjunto de tilacéides formando vesiculas
empilhadas, os grana (Hill et al., 1968; Ashton & Crafts, 1981; Molas, 2001).

A estrutura dos cloroplastos pode ser bastante alterada por acdo dos
herbicidas. Estudos com herbicidas inibidores do fotossistema Il (FS II),
demonstram que o dano pode seguir uma escala progressiva de intensidade das
modificagdes, de acordo com o herbicida, a dose empregada e o lapso de tempo
entre a aplicacdo e a coleta do material. Inicialmente observa-se a mudanca da
forma eliptica ou discoide dos cloroplastos para a forma esférica. A seguir,

desaparecem os granulos de amido depositados no estroma e, apds, os
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plastoglébulos, conjunto de granulos encontrados nos plastidios que contém
principalmente lipidios. O efeito seguinte envolve a desintegragcéo dos tilacoides
interlamelares, ou que estao entre as pilhas de grana, com a desorganizagao do
arranjo dos grana, seguido do inchamento do compartimento interno das
vesiculas dos tilacoides, culminando com a desintegracdo total destes
compartimentos expandidos e do envelope do cloroplasto (Hill et al., 1968; Pallett
& Dodge, 1980; Ashton & Crafts, 1981; Bartels, 1985; Armbruster et al., 1993;
Fayez, 2000; Molas, 2001).

Diversos trabalhos que envolvem o estudo detalhado do efeito provocado
pelos herbicidas tem se valido das técnicas de microscopia eletrdnica.
Eletromicrografias de cloroplastos de capim-arroz tratado com atrazine,
degradacdo de tilacoides pelo tratamento de varias espécies com amitrole, e
comprovacido do mecanismo de agao e seletividade de varios inibidores do FS Il
sdo exemplos da aplicagao deste recurso no conhecimento da agao herbicida (Hill
et al., 1968; Pallett & Dodge, 1980; Ashton & Crafts, 1981; Kenyon et al., 1985;
Armbruster et al., 1993; Fayez, 2000; Molas, 2001).

O presente trabalho foi realizado visando analisar os efeitos da associagao
de herbicidas inibidores do FS Il, como o metribuzin, com inibidores da sintese de

carotenoides, como o clomazone, ao nivel ultra-estrutural.

3.3. MATERIAL E METODOS

Plantas de girassol, hibrido DKB 11, foram cultivadas durante o més de
agosto, em quatro bandejas de 25 x 40 x 10 cm, com solo peneirado, até o

estadio de trés pares de folhas verdadeiras. A analise fisico-quimica do solo



41

utilizado indicou 290 g.kg™ de argila, 19 g.kg™" de matéria organica, 25 mg.dm™ de
P, 123 mg.dm™ de K e pH (H,O:solo 1:1) de 6,0.

As doses empregadas dos herbicidas foram escolhidas a fim de propiciar,
nas aplicagdes isoladas de cada herbicida, dano em torno de 50%, para permitir a
comparagao dos efeitos provocados pela associagdo dos produtos. Foram entéo
aplicados os tratamentos herbicidas sobre cada bandeja, em pds-emergéncia,
com metribuzin na dose de 25 g.ha”, clomazone na dose de 275 g.ha™ e a
associagao de ambos nessas mesmas doses. Em todas aplicagdes foi adicionado
6leo mineral parafinico (Assist) 0,5% (v.v'"). A aplicagdo foi realizada ao final do
dia, com pulverizador costal pressurizado a CO,, utilizando-se barra com quatro
bicos de jato plano tipo "leque" 8002 XR, espagados 50 cm e consumo de calda
equivalente a 200 L ha™. A temperatura do ar era de 27°C e a umidade relativa de
67%.

Nos trés dias subsequentes a aplicagao, a radiagao teve duragcéo de 7 h
30 min, 6 h 54 min e 5 h 6 min (helibgrafo Fuess), respectivamente, com fluxo
fotonico fotossintético equivalente a 500 pmol.m™.s™ (sensor quantico acoplado a
porémetro Li-Cor 1600). As plantas permaneceram em ambiente protegido (estufa
plastica), com temperatura maxima média de 30°C , minima média de 18°C e,
quando do surgimento dos primeiros sintomas visuais nas folhas, trés dias apés a
aplicacao, coletou-se o material, ao final do dia, em folhas escolhidas ao acaso
nas bandejas.

De cada tratamento, extraiu-se dois cubos de aproximadamente 0,5 x 0,5 x
1,0 mm, que foram imersos em solugdo fixadora primaria, uma mistura de
glutaraldeido 2,5% e formaldeido 2% em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2

(Roland & Vian, 1991), a temperatura ambiente, por 24 horas. As amostras foram
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lavadas em tampéao fosfato de mesma osmolaridade e pH (3 lavagens de uma
hora cada) e transferidas para uma mistura (1:1) de tetréxido de ésmio 2% e
ferricianeto de potassio 0,8% (K3Fe(CN)6) em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH
7,2 (Weber, 1992), por 12 horas, a temperatura ambiente e no escuro. Apos
lavagem em agua destilada, durante uma hora, o material foi desidratado em série
crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%; 15 minutos cada), com a adigao de
acetato de uranio 2% em acetona 70%, a temperatura ambiente.

Como meio de inclusao, foi utilizada a resina epdxi de baixa viscosidade
Spurr (Spurr, 1969). A resina pura foi adicionada a cada 10 minutos, gota a gota,
em acetona contendo as amostras desidratadas, até a obtengcdo de uma mistura
numa proporgao de 1:1. As amostras foram mantidas nessa mistura por 24 horas,
em agitador mecanico rotativo. A seguir, as amostras foram transferidas para uma
mistura de resina Spurr e acetona numa propor¢ao de 3:1, por 24 horas e,
finalmente, para resina pura, durante 72 horas, sob agitagcdo constante. As
amostras foram polimerizadas em resina pura no interior de capsulas de gelatina
em estufa aquecida a 70°C, durante 18 horas.

Secobes ultrafinas, com 70 a 90 nanémetros (nm) de espessura, foram
obtidas em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT, equipado com navalha de
diamante. As segbdes foram montadas em suportes de cobre ("grids") de abertura
oval de 1x2 mm, previamente recobertos com um filme Butvar-B-98 (terpolimero
de polivinil-butil, polivinil-alcool e polivinil-acetato, a partir de solugdo com
concentragéo de 0,25% em cloroférmio).

As secgbes ultrafinas foram contrastadas com a reagcdo de Thiéry
modificada (Thiéry, 1967; Weber, 1996), seguida de solugdo de chumbo (Hanaichi

et al., 1986), por cinco minutos. As eletromicrografias foram realizadas em



43

microscoépio eletrénico de transmissdao (MET) Jeol JEM 1200 EX-II, sob 80 kV,
equipado com negativos Kodak Electron Microscopy Film 4489.

A partir das imagens obtidas dos negativos, foram realizadas medig¢des de
comprimento, largura, area dos cloroplastos e area do sistema grana-tilacdides,
através do aplicativo computacional “Jandel SigmaScan”. Este aplicativo permite
selecionar o sistema grana-tilacéides pela diferenca de intensidade da cor cinza
entre o sistema e o estroma dos cloroplastos. Foram entdo calculadas a razao
comprimento.largura‘1 dos cloroplastos, dada pelo quociente entre comprimento e
largura, tomada individualmente; e a relagdo area do sistema grana-
tilacoides.area do cloroplasto™, dada pelo quociente entre a area do sistema
grana-tilacoides e a area do cloroplasto, expressa em porcentagem, também
tomada individualmente.

De cada tratamento, foram obtidas trés imagens, correspondentes a trés
diferentes células nas secbes ultrafinas preparadas, o que representou as
repeticdes. As variaveis obtidas sofreram analise de varidncia em classificagao
simples e teste de comparagdao de médias (DMS ou teste f, com nivel de

significAncia a 5%). A variavel “adrea do sistema grana-tilacoides” sofreu

transformacao +/x +1 (Riboldi, 1995).

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As eletromicrografias das células de folhas de girassol sem nenhum
tratamento herbicida encontram-se na Figura 3.1. A Figura 3.1A mostra célula
com um cloroplasto de aspecto caracteristico, eliptico ou discéide, circundado por
varias mitocondrias. Sao evidentes o sistema de grana e tilacéides, o estroma,

que envolve este sistema e o envelope, a membrana que delimita o cloroplasto. O
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aspecto apresentado corresponde ao verificado em cloroplastos de tecidos verdes
com atividade fotossintética e metabdlica normais (Casadoro & Rascio, 1979;
Fahn, 1982; Freeman et al., 1985; Buchanan et al., 2001b).

Na Figura 3.1B, observa-se um cloroplasto em destaque, evidenciando o
sistema de membranas denominado de tilacoides que, na forma de vesiculas
empilhadas, forma os grana, unidos entre si pelos tilacéides interlamelares ou
tilacoéides do estroma. Sao também nitidamente visiveis dois granulos de amido e
varios plastoglobulos, demonstrando que as folhas de girassol coletadas estavam,
em plena atividade fotossintética e metabdlica. O grande numero de mitocéndrias
na célula da Figura 3.1A reforca esta afirmagdo (Casadoro & Rascio, 1979;
Buchanan et al., 2001b; Molas, 2002).

Outro aspecto de importancia na Figura 3.1 € a forma dos cloroplastos ali
visualizados. Ambos apresentam o formato eliptico ou discéide, forma referida na

literatura como a usual dos cloroplastos em tecidos fotossinteticamente ativos

(Casadoro & Rascio, 1979; Pallett & Dodge, 1980; Kim et al., 1997).

3.1. Eletromicrografias de células de folhas de girassol (Helianthus
annuus); A: C = cloroplasto; M = mitocondrias; E = envelope; S =
estroma; B: G = pilha de grana; T = tilacdide; GA = granulos de
amido; PG = plastogldbulos. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

FIGURA
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A descrigdo quantitativa deste formato discéide € dada pelas medidas de
comprimento e largura destes cloroplastos (Tabela 3.1). O comprimento médio
dos cloroplastos avaliados, bem superior a sua largura, caracteriza o seu formato
elipsoide. Isto fica demonstrado pela razdo comprimento.largura™ (Tabela 3.1),
que expressa a diferencga entre as duas dimensodes e que serve de referéncia para
a avaliagcédo do efeito dos tratamentos herbicidas sobre a forma dos cloroplastos.
Nestes cloroplastos, o comprimento foi, em média, 4,33 vezes superior a largura.

Na Tabela 3.2 encontram-se as médias de area do cloroplasto, area do
sistema grana-tilacéides e a relacdo area do sistema grana-tilacoides.area do
cloroplasto™ (AGT.AC™). A area do cloroplasto fornece parametro para o tamanho
do cloroplasto que, apesar de bastante variavel, permite a comparacdo com as
alteragdes que os tratamentos herbicidas possam provocar. Da mesma forma, a
area do sistema grana-tilacéides permite quantificar a extensado deste sistema,
servindo de critério para avaliacdo do efeito dos herbicidas sobre o dano as
membranas dos tilacoides.

TABELA 3.1. Médias de comprimento, largura e da razdo comprimento.largura™
de cloroplastos de girassol, em resposta a aplicagdo dos herbicidas

metribuzin e clomazone isolados e em associagao. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

T Comprimento  Largura Razao

ratamentos p . 1
(Mm) (Mm) comprimento.largura

Tratamento sem herbicida 5,3 1,2 4,33 a*

Metribuzin 25 g.ha™ 3,6 2,2 1,10 b

Clomazone 275 g.ha‘1 2,8 3,4 1,26 b

Metribuzin + clomazone 3,2 2,9 1,12 b

Teste F (tratamentos) 1,75 1,64 86,96

Probabilidade 0,235 0,256 < 0,0001

DMS 05 2,73 2,36 0,55

CV (%) 38,6 51,3 15,0

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste DMS ao nivel de 5% de significancia.
' Micrometro.
2 Desvio padrao relativo.
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TABELA 3.2. Médias de area do cloroplasto, area do sistema grana-tilacoides e
da relacédo area do sistema grana-tilacoides.area do cloroplasto™
(AGT.AC") de cloroplastos de girassol, em resposta & aplicagdo
dos herbicidas metribuzin e clomazone isolados e em associagao.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Areado  Area do sistema

= -1
Tratamentos cloroplasto grana-tilacéides? Relagaoo/A(SST.AC
(um?) () %)
Tratamento sem herbicida 6,3 1,56 a*(1,5) 24,3 a
Metribuzin 25 g.ha™ 4,1 1,34 a (0,8) 19,4 ab
Clomazone 275 g.ha‘1 5,0 1,30 a (0,7) 14,7 b
Metribuzin + clomazone 6,1 1,00 b (0,0) 0,0c
Teste F (tratamentos) 0,25 7,64 16,00
Probabilidade 0,86 0,01 0,001
DMS 05 6,72 0,27 8,55
CV (%) 66,5 11,1 31,1

* Médias seguidas de mesma letra n&o diferem pelo teste DMS ao nivel de 5% de significancia.
' Micrometro quadrado.

2 Valores transformados por +/ x + 1 ; médias originais entre parénteses.

3 Area do sistema grana-tilacéides dividida por area do cloroplasto vezes 100.
* Desvio padrao relativo.

Ja a relagdo AGT.AC™, que expressa a area do sistema grana-tilacdides
em porcentagem da area do cloroplasto, permite comparar o efeito dos
herbicidas, extraindo-se a variagdo natural de tamanho, ja que cloroplastos de
menor area, proporcionalmente também deverdo ter menor area do sistema
grana-tilacoides.

Na Figura 3.2 encontram-se os cloroplastos de folhas tratadas com
metribuzin (Figura 3.2A) e clomazone (Figura 3.2B). O tratamento com 25 g.ha™
de metribuzin provocou mudancas ultra-estruturais bastante visiveis. Na célula em
destaque da Figura 3.2A, os varios cloroplastos exibem formato modificado,

tendendo mais para o circular ou esférico, do que discoide (Tabela 3.1).
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FIGURA 3. 2 Eletromlcrograflas de folhas de glrassol (Helianthus annuus) apos
tratamento com os herbicidas (A) metribuzin (25 g.ha™) e (B)
clomazone (275 g.ha™); A: C = cloroplasto; B: G = grana. UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2001.

As dimensdes comprimento e largura do cloroplasto ndo demonstraram
diferenca significativa. Mas, a raz&o entre ambas variaveis mostra a mudanca da
forma dos cloroplastos quando a planta foi tratada com metribuzin, comparando-
se com cloroplastos de plantas ndo tratadas (Tabela 3.1).A mudanga na forma do
cloroplasto tem sido considerado como a primeira alteracdo na sequéncia de
alteracdes ultra-estruturais provocadas por herbicidas inibidores da fotossintese
(Hill et al., 1968; Pallett & Dodge, 1980; Bartels, 1985).

Também o sistema grana-tilacéides teve alterado seu arranjo espacial,
normalmente distribuido ao longo da maior dimensdo, assumindo conformagao
concéntrica (Figura 3.2), bem diferenciada da disposi¢céo vista nos cloroplastos
sem tratamento herbicida da Figura 3.1. Isto poderia estar ligado a alteragcdo na
forma do cloroplasto, em que o arranjo das membranas parece acompanhar a
forma esférica do cloroplasto. Mas no tratamento descrito a seguir, com
clomazone, a forma também foi alterada para esférica, mas o arranjo espacial do
sistema granaltilacoide apresentou orientacdo diferente da concéntrica,
demonstrada pelo tratamento com metribuzin. E provavel que esta orientacdo das

membranas esteja, entdo, relacionada diretamente ao mecanismo de agdo dos
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herbicidas, diferente entre o metribuzin (inibidor do FS Il) e clomazone (inibidor da
sintese de carotendides).

Outra modificagao provocada pelo metribuzin foi a auséncia dos granulos
de amido (Figura 3.2), o que indica redugao do processo fotossintético. Mas os
plastoglébulos ainda est&o visiveis, o que demonstra ter sido mantido o acumulo
de lipidios, apontando para a perda parcial da atividade do cloroplasto. Estas
alteragbes também foram encontradas em outros trabalhos (Hill et al., 1968;
Ashton & Crafts, 1981; Wrischer, 1992), que relatam serem as mudangas na
forma dos cloroplastos as primeiras a ocorrer como efeito da agao de herbicidas
inibidores do FS Il, para as menores doses e apds os curtos intervalos de tempo
entre aplicagao e coleta do material.

A auséncia de grénulos de amido, com ou sem a presenga de
plastoglébulos, tem sido considerada como o passo seguinte na sequéncia de
modificagdes ultra-estruturais (Hill et al., 1968; Pallett & Dodge, 1980; Bartels,
1985). Outras alteragdes, como a substituigdo dos grana por membranas linear
circulares, nao foram observadas, o que reforca resultados que demonstram
serem os efeitos de doses sub-letais diferentes das doses letais e que a dose
empregada foi uma dose subletal (Bartels,1985). De fato, a dose empregada de
metribuzin foi dimensionada com a intengao de ser dose subletal, justamente para
permitir a avaliacao dos efeitos da associagao deste herbicida com o clomazone.

O dano provocado pelo herbicida metribuzin acima relatada, advém de seu
mecanismo de agao, como inibidor do FS II. A ligagao deste herbicida a proteina
D1, integrante do FS Il, no lugar onde deveria ligar-se a quinona B, para dar
continuidade ao fluxo de elétrons entre os fotossistemas, bloqueia 0 mesmo

(Tietien et al., 1991). A interrupgéo do fluxo de elétrons gera clorofila reativa,
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formadora de radicais livres, responsaveis pela peroxidagdo das membranas. Os
carotenodides produzidos pela planta reagem com a clorofila reativa, dissipando
seu excesso de energia na forma de calor, protegendo a planta contra o estresse
oxidativo. A dose de metribuzin deve entao ser suficiente para produzir mais
clorofila reativa do que os carotendides possam neutralizar. Quando a dose
empregada € inferior a necessaria para superar toda a capacidade de
neutralizagéo dos carotendides, o dano € parcial (Devine et al., 1993a; Devine et
al., 1993b; Devine et al., 1993c), como verificado nos efeitos deste tratamento
com metribuzin aplicado isolado (Figura 3.2A versus Figura 3.1).

Os efeitos provocados pelo tratamento com 275 g.ha‘1 de clomazone
podem ser visualizados na Figura 3.2B e nas Tabelas 3.1 e 3.2. A forma dos
cloroplastos também passou de discoide para esférica ou regular, como
demonstrado pela razdo comprimento.largura” (Tabela 3.1). Os granulos de
amido n&o estdo presentes e também nao estdo presentes os plastoglébulos,
demonstrando um efeito de intensidade maior do que no tratamento com
metribuzin. Isto fica confirmado ao analisar-se o sistema grana-tilacoides, que
exibe aparéncia modificada (Figura 3.2B) em relagao ao tratamento sem herbicida
(Figura 3.1) e em relagdo ao tratamento com metribuzin (Figura 3.2A). As
membranas assumiram orientacdo mais linear do que concéntrica, dispondo-se
de forma mais paralela a um mesmo plano.

As medidas expressas na Tabela 3.2, também atestam as alteragdes e sua
intensidade. Embora a area do cloroplasto para os tratamentos com clomazone
nao difira do tratamento com metribuzin ou testemunha, a area do sistema grana-
tilacoides é numericamente inferior ao tratamento sem herbicida e equivalente ao

tratamento com metribuzin, atestando o dano provocado nas membranas. A
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relacdo AGT.AC" demonstra esta situacéo de forma mais evidente. O valor obtido
para este tratamento foi inferior ao sem herbicida, evidenciando redugdo no
conjunto de grana e tilacoides sem, contudo, diferir do tratamento com metribuzin.

Varios trabalhos confirmam alteragdes ao nivel dos cloroplastos de plantas
tratadas com clomazone em padrao semelhante ao obtido, com figuras de
aparéncia bem semelhante, tanto na forma dos cloroplastos, como no arranjo do
sistema grana-tilacoides (Bartels, 1985; Duke et al., 1985). A intensidade dos
efeitos no tratamento com clomazone pode ser atribuida a duas causas. Primeiro,
a dose empregada do herbicida clomazone sugere diferente sensibilidade do
girassol aos produtos testados, sendo bem mais sensivel ao metribuzin do que ao
clomazone (Halstead & Harvey, 1988; Johnson & Talbert, 1993; Lyon & Anderson,
1993). Segundo, ao mecanismo de agéo do herbicida clomazone. Embora o modo
de acéo final seja semelhante ao do metribuzin (o estresse oxidativo), sua agéao
inicial € bastante diversa deste e consiste em inibir a rota de biossintese dos
carotendides. Com o nivel de carotendides reduzido, ndo ha neutralizagdo da
clorofila reativa normalmente formada (alta luminosidade e/ou baixa temperatura)
e sao produzidas as formas reativas de oxigénio, provocando peroxidagao dos
lipidios e destruicdo das membranas. Em ultima analise, o dano final € o mesmo.
Ocorre que os herbicidas podem também apresentar outros efeitos, além do fato
que, para o clomazone, ainda nao foi encontrada a enzima inibida pelo herbicida.
Sua acao inclui também a inibicdo da fitilizacdo da clorofila, ultimo passo da
sintese da clorofila, onde o anel tetrapirrélico liga-se a cauda fitol, o que causa
sua redugdo ou auséncia nos tecidos tratados (“bleaching”) (Devine et al., 1993b;

Scott et al., 1994; Buchanan et al., 2001a).
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Mas mesmo assim, as alteragdes provocadas por este tratamento situam-
se no inicio da sequéncia de alteragdes ultra-estruturais previstas, o que pode ser
entendido levando-se em conta que a dose empregada foi dimensionada para nao
provocar dano total. A dose empregada € em torno de quatro vezes menor do que
a dose necessaria para destruir plantulas de girassol. Doses mais elevadas,
inibiriam completamente a sintese de carotendides e o estresse oxidativo
normalmente produzido, provavelmente destruiria completamente as membranas.

Os tratamentos com aplicacdo de clomazone e metribuzin isolados
provocaram efeitos que podem ser classificados como dano moderado (Figura
3.2), tomando-se por base a sequéncia de alteragdes ultra-estruturais propostas
por Ashton & Crafts (1981). Em ambos tratamentos herbicidas houve alteragéo da
forma discéide para a forma esférica, como demonstrado pela razéo
comprimento.largura” destes tratamentos, inferior a razdo encontrada nos
cloroplastos de folhas sem aplicagao de herbicida (Tabela 3.1). Também houve
alteragdo do sistema grana-tilacoides, embora em magnitude que pode ser
considerada moderada, ja que o tratamento com metribuzin, no valor da relagéo
AGT.AC", foi equivalente ao sem herbicida e o tratamento com clomazone,
embora inferior ao tratamento sem herbicida.

No tratamento com a associacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone
verifica-se dano bem mais pronunciado e préxima da destruicao total do plastidio
(Figura 3.3). Os cloroplastos das folhas submetidas a esta associagdo também
tiveram sua forma alterada, de esférica para circular ou irregular (Tabela 3.1), ndo
apresentaram granulos de amido e plastoglobulos e tiveram seu sistema grana-
tilacéides completamente destruido (Tabela 3.2). O passo seguinte na sequéncia

progressiva de efeitos seria o rompimento do envelope e perda completa da
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funcdo celular. Este efeito comegou a ocorrer, como pode ser observado

principalmente na Figura 3.3A.

FIGURA 3.3. Eletromlcrograflas de folhas de girassol (Hellanthus annuus) apos
tratamento com a associagdo dos herbicidas metribuzin (25 g.ha™)
e clomazone (275 g.ha); A: C = cloroplasto; ER =envelope
rompido; B: M = mitocondrias. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

A destruigdo do sistema de membranas, chamado de tilacoides, e de suas
vesiculas empilhadas, os grana, ocorre diretamente em fungdo do mecanismo de
acao dos herbicidas empregados. Enquanto o metribuzin, bloqueando o
transporte de elétrons da fotossintese, produz formas altamente reativas de
oxigénio, com peroxidacdo dos lipidios das membranas, o clomazone inibe a
sintese dos carotendides, que atuam na dissipagdo do excesso de energia que
produz estes radicais livres (Devine et al., 1993c).

Portanto, a associacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone, em doses
que, isoladamente, promovem dano moderado, torna-se bem mais agressiva, com
o metribuzin produzindo formas reativas de oxigénio e o clomazone reduzindo a
defesa natural da planta a formacédo destes radicais. A dose de 25 g.ha'1 de
metribuzin, insuficiente para superar as defesas naturais, quando isolado, em
associacdo com 275 g.ha'1 de clomazone, consegue supera-las, porque este
ultimo atua justamente na reducédo destas defesas. O nivel de clorofila reativa

provocado pelo metribuzin, antes insuficiente para gerar estresse oxidativo fatal,
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agora, com menos carotenoides neutralizadores, por inibicdo do clomazone, é
capaz de destruir o sistema grana-tilacdides e iniciar a ruptura das membranas
interna e externa (envelope) que revestem o cloroplasto (Capitulo 1).

Analisando-se os tratamentos em conjunto na Tabela 3.1, verifica-se que o
comprimento e largura ndo diferiram entre os tratamentos. Como pode ser
observado, a variagao natural encontrada entre os cloroplastos produziu desvios
padrdes relativos bastante elevados para estas variaveis, 0 que comprometeu o
valor de F. Por outro lado, quando estas dimensdes sédo expressas na forma de
razao, eliminando-se em parte a variagao, a alteracdo da forma do cloroplasto fica
evidente. Os tratamentos herbicidas nao diferiram entre si nesta razao, ja que a
alteragcéo da forma dos cloroplastos ja € percebida mesmo em baixas doses. Isto
€, a forma discoide normal € uma das primeiras alteracdes percebidas e, mesmo
danos maiores, ndo mais alterara o formato do cloroplasto, a ndo ser quando
houver a sua destruigao total.

O mesmo nao ocorreu com as variaveis apresentadas na Tabela 3.2.
Enquanto a area do cloroplasto ndo apresentou diferenca entre os tratamentos,
também pelas razdes expostas para comprimento e largura, as demais mostraram
diferencga. A area do sistema grana-tilacoides foi equivalente entre os tratamentos
sem herbicida e com metribuzin e clomazone aplicados isolados e foi inexistente
no tratamento com a associacdo dos herbicidas. Da mesma forma, a relagao
AGT.AC™ apresentou valor nulo para a associagdo dos herbicidas, expressando a

destruicdo do sistema de membranas.

3.5. CONCLUSOES
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Os herbicidas metribuzin e clomazone, aplicados isoladamente, nas doses
de 25 e 275 g.ha”', respectivamente, em pos-emergéncia sobre plantulas de
girassol, provocam, a nivel ultra-estrutural, dano moderado, modificando a forma
dos cloroplastos e seu acumulo de amido e lipidios, mas preservando, ainda que
parcialmente, o sistema de membranas grana-tilacéides.

Os herbicidas metribuzin e clomazone, aplicados em associagado, nas
doses de 25 e 275 g.ha™, respectivamente, em pés-emergéncia sobre plantulas
de girassol, provocam, a nivel ultra-estrutural, dano severo, modificando a forma
dos cloroplastos, eliminando o acumulo de amido e lipidios e destruindo o sistema
de membranas grana-tilacoides, com inicio de ruptura das membranas interna e
externa dos cloroplastos.

A associagao dos herbicidas metribuzin e clomazone potencializa o dano
provocado nos cloroplastos pelos produtos isolados, passando de efeito

moderado para efeito severo.



4. CAPITULO Il - CURVAS DE RESPOSTA E ISOBOLOGRAMA COMO
FORMA DE DESCREVER A ASSOCIAGAO DE
HERBICIDAS INIBIDORES DO FOTOSSISTEMA Il E DA
SINTESE DE CAROTENOIDES

4.1. RESUMO

A metodologia de curvas de resposta e isobologramas, feitos a partir dos
Iso gerados pelas curvas, tem sido bastante apregoada na demonstracéo de
sinergismo. Foi conduzido experimento em casa-de-vegetagcdo, com girassol
cultivado em solugdo nutritiva (Hoagland), aplicando-se na solugdo 27
tratamentos, com os herbicidas metribuzin, nas doses de 0, 0,07, 0,14, 0,28, 0,56
e 1,13 uMolar (M) e clomazone, nas doses de 0, 40, 80, 160, 320 e 640 uM.
Combinou-se as doses dos herbicidas de maneira a produzir os |5y das seis
curvas resultantes das combinagbes. Nas plantas coletadas, cinco dias apds,
determinou-se o percentual de dano, a massa verde e a massa seca das plantas
de girassol. Os seis pontos de |5y de cada variavel foram utilizados para formar
isobologramas, que apontaram probabilidade de em torno de 90% de pelo menos
a associacdo de doses de clomazone com 140 nM de metribuzin serem

sinérgicas, na variavel massa seca.

4.2. INTRODUGAO

A associagao de dois ou mais herbicidas para o controle de plantas

daninhas em uma mesma cultura tem sido pratica bastante usual nas ultimas
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décadas. O tipo de interacdo decorrente da associacdo tem sido matéria de
constante preocupagao e investigacdo. Apesar de varias nomenclaturas terem
sido adotadas para classificar estes tipos de interagdo, os termos aditividade,
sinergismo e antagonismo tem sido os mais aceitos. Varias metodologias tem sido
propostas e empregadas para a definigdo de qual tipo de interagdo ocorre em
uma determinada associacdo. Mas na ultima década, tem se sobressaido na
literatura proposi¢ao pelo uso de curvas de resposta as doses dos herbicidas e o
uso de isobologramas para a definicdo do tipo de interacdo (Gowing, 1960;
Hatzios & Penner, 1985; Green & Bailey, 1987; Gressel, 1990; Streibig et al.,
1998; Streibig et al., 1999).

A curva de resposta as doses vem sendo bastante empregada nao sé no
estudo de associagbes de herbicidas, mas também na comprovagdo de
resisténcia de plantas a herbicidas e influéncia de fatores ambientais no seu
desempenho. Consiste em descrever a resposta biolégica de uma planta daninha
as doses crescentes de um herbicida isolado e em associagao, seguindo um fator
constante de diluicdo, de forma que se obtenha doses equidistantes em escala
logaritmica. Normalmente obtém-se uma curva simétrica em formato sigmoidal,
que pode ser ajustada pelo modelo logistico. Deste ajuste obtém-se a estimativa
da dose que provoca 50% do efeito total possivel na variavel resposta analisada
(Chism et al., 1992; Streibig & Kudsk, 1993; Seefeldt et al., 1995; Blackshaw et
al., 1996; Johnson & Young, 2002).

A representagao grafica das doses isoladas e em associagdo que causam
50% (ou outro percentual) de efeito (Isp ) de dois agentes quimicos é chamada de

isobolograma. A descricdo da ag¢ao conjunta de dois produtos por este método
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permite que os principios e problemas ligados a analise de associagbes possam
ser claramente percebidos.

O isobolograma foi inicialmente empregado na farmacologia e trazido para
a area de defensivos agricolas por Tammes (1964). Segundo este autor,
especialmente no estudo de sinergismo, esta representagao pode ser de grande
utilidade. No isobolograma, os |so oriundos da aplicagao isolada de cada um dos
produtos sao unidos, gerando a isobole de aditividade ou linha tedrica de
aditividade. Os demais I5p obtidos da associacdo em diferentes proporgcdes dos
produtos podem entdo ser analisados em relagado a sua posigao frente a isobole
de aditividade. Se estes pontos posicionarem-se em torno da isobole de
aditividade, a agdo é de aditividade; se posicionarem-se abaixo, a agao é de
sinergismo; se posicionarem-se acima, a agao € de antagonismo. A posigéo
relativa destes pontos pode ser melhor avaliada com a representagcdo dos
intervalos de confianga entre os Isp obtidos. Assim, em torno da isobole de
aditividade forma-se uma faixa de confianga e, em torno dos Isy das associagdes,
intervalos de seguranga, exprimindo a amplitude de variacdo da dose estimada
(Tammes, 1964; Morse, 1978; Drury, 1980; Campbell et al., 1981; Green & Bailey,
1987; Streibig, 1987; Streibig & Kudsk, 1993; Gessner, 1995; Streibig et al., 1998).

Uma forma complementar de analisar-se as doses |5y para os produtos
aplicados isolados e em associacédo € a do célculo do indice de combinagéo
(lcomb). Este indice segue o principio de aditividade de Loewe, que relaciona as
doses lsp empregadas na associacdo com as doses lsp dos produtos isolados. O
indice equivalente a unidade indica aditividade e, menor ou maior, indica

sinergismo ou antagonismo, respectivamente (Ramakrishnan & Jusko, 2001).
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As metodologias acima descritas podem ser de grande utilidade no
esclarecimento da interagao resultante da associacao de herbicidas. Entre as
diversas consequéncias advindas da associagdo, sem duvida a existéncia de
sinergismo é vantajosa, porque combina-se o0 espectro de acao dos herbicidas,
previne-se o surgimento de resisténcia e aumenta-se a eficiéncia de controle,
permitindo o uso de doses menores (Hatzios & Penner, 1985; Green, 1989;
Gressel, 1990; Wrubel & Gressel, 1994). Nesse sentido, procurou-se, a partir do
conhecimento dos varios mecanismos de agao dos herbicidas, dois mecanismos
que pudessem apresentar sinergismo quando associados. Hipotetiza-se que, pela
natureza de suas agdes, herbicidas inibidores do fluxo de elétrons do fotossistema
II (FS Il) e herbicidas inibidores da sintese de carotendides apresentem potencial
de sinergismo. Enquanto os primeiros sao geradores de estresse oxidativo, os
segundos reduzem a capacidade da planta de combater este estresse. Assim,
espera-se que a associacao de herbicidas pertencentes a estes dois mecanismos
de agao apresentem interacéo sinérgica como resultado de sua associagao.

A fim de verificar a existéncia de sinergismo na associagéo de herbicidas
inibidores do fluxo de elétrons no FS Il e inibidores da sintese de carotendides,
conduziu-se o presente trabalho com a associacido de metribuzin e clomazone,

analisando-se a interagao resultante com os métodos acima descritos.

4.3. MATERIAL E METODOS

Foi conduzido um experimento em ambiente protegido (estufa plastica),
durante o més de dezembro, com a finalidade de obter-se as curvas de resposta
as doses de metribuzin e clomazone e os isobologramas correspondentes. Os

tratamentos herbicidas foram aplicados na solugdo nutritiva onde cultivou-se
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plantulas de girassol do hibrido DKB 11. Todo o procedimento de cultivo do
girassol em solugao nutritiva e aplicagédo dos tratamentos seguiu o descrito no
Capitulo I.

As combinagdes necessarias para a obtengdo das curvas de resposta
totalizaram 27 tratamentos, em quatro repeticbes, com seis doses do herbicida
metribuzin e seis doses de clomazone, em delineamento completamente
casualizado. Para o metribuzin empregou-se as doses de 0, 70, 140, 280, 560 e
1120 nM. Para o clomazone empregou-se as doses de 0, 40, 80, 160, 320, e 640
MM. As doses de 70 e 140 nM de metribuzin foram associadas com todas doses
de clomazone. Da mesma forma, as doses de 40 e 80 uM foram associadas com
todas doses de metribuzin. Ao final do quinto dia apds a aplicacédo dos
tratamentos, determinou-se o dano nas plantas, valendo-se de escala percentual,
onde 0% representou auséncia de dano e 100%, morte das plantas (Frans &
Crowley, 1986). Apos a coleta, determinou-se a massa verde (MV) por vaso e,
apos secagem em estufa a 60° C até peso constante, a massa seca (MS) por
vaso.

Os dados obtidos para cada variavel foram organizados de maneira a
formar trés grupos de tratamentos ou curvas de resposta as doses para cada
herbicida. Uma curva foi formada pelas seis doses de metribuzin aplicado
isoladamente, outra com as mesmas seis doses associadas com 40 uM de
clomazone e a terceira com as seis doses associadas com 80 yM de clomazone.
Para o clomazone, uma curva com seis doses do produto isolado, outra com as
seis doses em associacdo com 70 nM de metribuzin e a terceira com as seis

doses em associagao com 140 nM de metribuzin.
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Cada grupo de tratamentos assim organizado sofreu analise da variancia e
apos, regressdao nao linear, ajustando-se o modelo log-logistico expresso na

equacgao 2.6 (Capitulo 1) (Streibig & KudsK, 1993; Seefeldt et al., 1995). Para

tanto, valeu-se do aplicativo computacional SAS® (versdo 8.1-TS1TMO-UFRGS),
que emprega em seu “proc nlin” (Apéndice 11.7) o algoritmo de Gauss-Newton
(Motulsky & Ransnas, 1987; SAS, 1989). Com o ajuste deste modelo obteve-se
para cada curva o valor lsp, em um total de seis parametros para cada variavel.
Estas doses de Isy foram representadas graficamente, formando um isobolograma
com metribuzin versus clomazone (Tames, 1964; Morse, 1978; Streibig & Kudsk,
1993; Gessner, 1995).

As doses Is5p de cada herbicida aplicado isoladamente foram unidas,
gerando a isobole de aditividade (Morse, 1978; Streibig & Kudsk, 1993; Gessner,
1995). Em torno da isobole de aditividade foram tracadas linhas unindo os
intervalos de confianga (IC) (bilaterais) de 97,5, 95, 90 e 80% de cada um dos Isg
de metribuzin e clomazone isolados, sendo denominadas de faixas de confianca
(FC). A combinagao das probabilidades dos dois intervalos é dada pelo produto
das mesmas. A uniao dos intervalos de confianca de 97,5% de cada um dos I
dos produtos isolados, por exemplo, gerou a FC de 95%. Da mesma forma, a
faixa de 90% corresponde a unido dos intervalos de 95%, a faixa de 81%, a uniao
dos intervalos de 90% e a faixa de 64%, a unido dos intervalos de 80% (Gessner,
1995).

Os quatro 5y resultantes das curvas com associagao de metribuzin e
clomazone foram representados por circulos cheios e barras verticais ou

horizontais, representando seus intervalos de confianga de 95, 90 e 80%. A

variavel dano sofreu transformagdo arcsen./x +0,5) para corrigir a
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heterocedasticidade (Riboldi, 1995). Para cada curva ajustada, calculou-se a falta

de ajuste segundo Seefeldt et al., (1995), pela expresséao:

Faj. = {(SQer-SQres.)/(GLer-GLyes )}/ (SQer/GLer) Equacao 4.1,

onde SQ.. € a soma de quadrados do erro da analise da variancia, SQs. € a
soma de quadrados do residuo da regressado néo linear, GL, sdo os graus de
liberdade do erro da analise da variancia e GLs. 0s graus de liberdade do residuo
da regressao nao linear.

Foi também calculado IC,n, (Ramakrishnan & Jusko, 2001) pela

expressao:

IComb = ls0ab1/l50a *+ l50ab2/l500 Equacéo 4.2,

onde Ispap1 € ls0ap2 SA0 as doses lsp dos produtos em associagao e lspa € lsop, as

doses Isg dos produtos aplicados isolados.

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de resposta da MV as doses de metribuzin aplicado isolado e
em associagao com 40 e 80 uM de clomazone encontram-se na Figura 4.1. Os
resultados obtidos nestas trés combinagdes de tratamentos foram
adequadamente ajustados ao modelo log-logistico, com teste de falta de ajuste
nao significativo (Apéndice 11.8). Os trés ls, obtidos pelo ajuste do modelo, de
307,7 nM, 183,6 nM e 108,5 nM, respectivamente para metribuzin isolado,

metribuzin + 40 uM de clomazone e metribuzin + 80 pyM de clomazone,
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demonstram a contribuicdo proporcionada pela associacdo das duas doses de
clomazone as seis doses do metribuzin.

Da mesma forma, as curvas de resposta as doses de clomazone aplicado
isolado e em associagdo com 70 e 140 nM de metribuzin (Figura 4.2) também
foram bem ajustadas pelo modelo log-logistico (Apéndice 11.8). Os I5, obtidos
pelo ajuste do modelo aos resultados, de 176,2 pM, 116,3 pM e 51,8 uM,
respectivamente para clomazone isolado, clomazone + 70 nM de metribuzin e
clomazone + 140 nM de metribuzin, também refletem a contribuicdo da
associacdo das duas doses de metribuzin ao desempenho das seis doses de

clomazone sobre o girassol.
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FIGURA 4.1. Curvas de resposta da massa verde de girassol as doses do
herbicida metribuzin, aplicado na solugédo nutritiva, isolado e em
associagao com clomazone. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

40

—— ® clomazone
° — — O clomazone + 70 nM metribuzin
35 4 O—— 0 T e v clomazone + 140 nM metribuzin

30

25 A

20 A

Massa verde.vaso™ (9)

15 -

10

T T T T
0 40 80 160 320 640

Doses de clomazone (uM)
(escala log natural)

—— Y=11,4+{(36-11,4)/[1+exp{1,6*(logX-log176,2)}]}; R® = 0,85; CV = 33,4%
T Y=12,4+{(34,9-12,4)/[1+exp{1,5*(logX-log116,3)}]}; R? = 0,88; CV = 27,1%
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FIGURA 4.2. Curvas de resposta da massa verde de girassol as doses do
herbicida clomazone, aplicado na solugao nutritiva, isolado e em
associacao com metribuzin. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Na comparagao do desempenho dos dois herbicidas, fica evidente a maior
capacidade do metribuzin em provocar redugao da MV de girassol, uma vez que
suas doses estdo expressas em unidade mil vezes inferior a unidade de dose do
clomazone. Embora, proporcionalmente, a reducdo que clomazone proporciona

nos lsp de metribuzin, na ordem de 40 e 65%, para 40 e 80 yM de clomazone, é
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semelhante a redugcdo que metribuzin proporciona nos lsp de clomazone, de 35 e
70%, para 70 e 140 nM de metribuzin.

Os coeficientes de determinagéo das seis curvas com valores superiores a
0,85 demonstram que grande parte da variagdo da MV foi explicada pelas doses
dos herbicidas (Figuras 4.1 e 4.2). J&4 os desvios padrdes relativos (CV) séo
razoaveis para a esta variavel em experimentos desta natureza (Souza et al.,
2000).

A variavel MS (Figuras 4.3 e 4.4) refletiu o comportamento apresentado
pela MV, com valores de |sp semelhantes, bem como no teste de falta de ajuste
(Apéndice 11.8) e nos coeficientes de determinagao e desvios padrdes relativos
(Figuras 4.3 e 4.4). Os |5o obtidos nas curvas de resposta as doses do metribuzin,
de 333,9 nM, 184,5 nM e 105,6 nM, respectivamente para metribuzin isolado,
associado a 40 yM e 80 yM de clomazone, demonstram a contribuicdo das duas
doses de clomazone (40 e 80 uM) na reducao da MS de girassol em resposta aos
tratamentos (Figura 4.3). Em comparagao com os |sg obtidos com a variavel MV,
ha equivaléncia entre os valores, demonstrando haver correlagdo entre estas
duas variaveis.

Na curva de resposta as doses de clomazone, também se observou
contribuicdo do metribuzin (70 e 140 nM) associado as doses de clomazone
(Figura 4.4). A reducao da MS em resposta as doses de clomazone foi acentuada
quando houve a associagao com metribuzin. Os valores de Iso, de 186 uM, 106
MM e 54,4 uM, também foram bastante préximos aos obtidos para a variavel MV.
Avaliando-se em termos percentuais as redugdes proporcionadas pelas
associagdes mutuas, verifica-se que ha equivaléncia entre elas, da mesma forma

que foi observado na variavel MV. Comparando-se os desvios padrdes relativos
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das curvas representadas nas Figuras 4.1 e 4.2 (variavel MV) com os das curvas
das Figuras 4.3 e 4.4 (variavel MS) verifica-se menor variagdo na variavel MS, o
que, de certa forma, pode ser esperado, pela eliminagdo da variagao que o teor

de agua pode causar sobre a determinagao da MV.
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FIGURA 4.3. Curvas de resposta da massa seca de girassol as doses do
herbicida metribuzin, aplicado na solucédo nutritiva, isolado e em
associacao com clomazone. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Ja a variavel dano, obtida por avaliagao visual, apresentou também curvas
que ajustaram os valores atribuidos, com falta de ajuste n&o significativo e valores
de Isp também semelhantes aos obtidos nas outras variaveis (Figuras 4.5 e 4.6)
(Apéndice 11.8). Embora os coeficientes de determinag&o tenham sido elevados,

como nas demais variaveis, os desvios padrdes relativos das curvas de
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clomazone aplicado isoladamente e clomazone + 70 nM de metribuzin foram
bastante elevados (Figura 4.5). Este resultado deve estar relacionado ao tipo de
sintoma produzido pelo clomazone, em que o “branqueamento” provocado, pode

dificultar a atribuicdo mais precisa de um percentual de dano (Devine et al.,

1993b).
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FIGURA 4.4. Curvas de resposta da massa seca de girassol as doses do
herbicida clomazone, aplicado na solugdo nutritiva, isolado e em
associagao com metribuzin. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Analisando-se em conjunto os resultados das curvas de resposta as doses
ajustadas para as trés variaveis, verifica-se que em todas elas a associagao dos
herbicidas sempre reduziu a dose necessaria para provocar 50% do efeito

avaliado. Em trabalho com associacdo de mecoprop-P e tribenuron-methyl sobre
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Veronica persica, também foi observada a reducao dos Isy para a variavel MV, a
medida que se aumentava a proporgao de tribenuron-methyl na associacao

(Streibig et al., 1998).
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FIGURA 4.5. Curvas de resposta do dano em girassol em resposta as doses do
herbicida metribuzin, aplicado na solugcé&o nutritiva, isolado e em
associagao com clomazone. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

O isobolograma formado para a variavel MV, com a isobole de aditividade,
tracada entre os Isp de metribuzin e clomazone aplicados isolados, com as faixas
e intervalos de confianga para os lsp obtidos estdo na Figura 4.7. Por este
isobolograma verifica-se que os lsgp das quatro representagbes de associagao
entre os dois herbicidas estdo abaixo da isobole de aditividade. Isto &, estdo na

regido considerada como de interagdo sinérgica. Mas, considerando-se as FC
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entre a isobole de aditividade e os IC dos I5y das associagdes, representados
pelas barras verticais e horizontais, as associagdes de clomazone com metribuzin
140 nM é que apresentam maior probabilidade de sinergismo, situando-se entre
as FC de 81 e 64%. Isto pode ser interpretado como entre 64 e 81% das vezes
que estas associagdes forem aplicadas, a agédo resultante sera sinérgica. Vale
dizer que a representacdo mencionada, reflete a Isp estimada pela curva de
resposta as doses de clomazone (seis doses) em associagdao com 140 nM de

metribuzin.
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FIGURA 4.6. Curvas de resposta do dano em girassol em resposta as doses do
herbicida clomazone, aplicado na solugao nutritiva, isolado e em
associagao com metribuzin. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.
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FIGURA 4.7. Isobolograma da variavel massa verde de girassol com os valores
da dose necessaria para obter 50% de reposta (lsg), obtidos de
curvas de resposta as doses de metribuzin (met) e clomazone
(clom), aplicados isolados e em associacdo, com as faixas de
confianga (FC) e intervalos de confianga (IC) correspondentes.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Para as demais associagbes, as probabilidades de sinergismo sao
menores € mais variaveis (Figura 4.7), mas sempre posicionando-se entre a
regido de sinergismo e aditividade. As associagbes de metribuzin e clomazone 40
MM e metribuzin e clomazone 80 uM situam-se ao redor da FC de 64%, onde
metribuzin e clomazone 40 yM, mais variavel em seu IC, vai desde a FC de 81%
até além da 64%, na direcao da isobole de aditividade. Metribuzin e clomazone 80
MM, com IC menor, situa-se em torno da FC de 64%. Por fim, a representagao das

associagdes de clomazone e metribuzin 70 nM situa-se entre a FC de 64% e a
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isobole de aditividade, mas com IC bastante amplo, variando desde a regido entre

90% e 81% até além da isobole, o que a torna menos informativa.
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FIGURA 4.8. Isobolograma da variavel massa seca de girassol com os valores da
dose necessaria para obter 50% de reposta (lso), obtidos de curvas
de resposta as doses de metribuzin (met) e clomazone (clom),
aplicados isolados e em associagao, com as faixas de confianca
(FC) e intervalos de confianga (IC) correspondentes. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

O isobolograma da variavel MS indica uma regidao menos ampla em torno
da isobole de aditividade, delimitada pela representagédo da FC (Figura 4.8). Isto
reflete a menor variagdo com que foram estimados os Isp para as curvas de
resposta as doses de metribuzin e clomazone isolados para a variavel MS. Por
outro lado, como os Isp estimados para as duas variaveis foram equivalentes, as
representacbes das associagbes posicionam-se de forma semelhante frente a

isobole de aditividade. Mas também com menor variagdo em cada representagao
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das associacbes nesta variavel MS. A conseqiéncia é que aumenta a
probabilidade de sinergismo, com a analise desta variavel.

Novamente as associacdes de clomazone e metribuzin 140 nM é que se
destacam, com uma probabilidade em torno de 0,90 (Figura 4.8). A variagao
expressa por seu IC permite prever-se que entre mais de 81% a 95% das vezes
que estas associagdes forem aplicadas, havera sinergismo. As associagbes de
metribuzin e clomazone 80 yM tem sua representacao situada entre 81% e 90% e
as de metribuzin e clomazone 40 uyM entre 64% e 95%. Como na variavel anterior,
a representacdo das associagdes de clomazone e metribuzin 70 nM & a menos
informativa, situando-se sobre a FC de 81%, mas variando desde a isobole de
aditividade até além da FC de 95%.

O isobolograma que representa os resultados da variavel dano apresenta-
se como o menos informativo (Figura 4.9). As representagdes das associagdes
estdo situadas mais proximas da isobole de aditividade, além das FC e IC
apresentarem-se bem mais amplos. Provavelmente a maior variabilidade
encontrada nesta determinacao (desvio padrao relativo elevado) tenha gerado
intervalos de confianga maiores em todos lsp , 0 que provocou FC e IC mais
extensos, inclusive com valores negativos, o que prejudica a analise da interagéo
pelos resultados desta variavel (Figura 4.9). Tem sido referido que quando a
curva de resposta as doses tem inclinagdo menos acentuada, torna-se mais dificil
estimar um limite inferior confiavel para a curva logistica (Streibig et al., 1999). De
fato, quando se observa as curvas da variavel dano, suas inclinagdes séo as mais

suaves, em comparacgao as variaveis MV e MS.
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FIGURA 4.9. Isobolograma da variavel dano em girassol com os valores da dose
necessaria para obter 50% de reposta (lsp), obtidos de curvas de
resposta as doses de metribuzin (met) e clomazone (clom),
aplicados isolados e em associagao, com as faixas de confianca
(FC) e intervalos de confianga (IC) correspondentes. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2001.

Trabalhos que empregam a metodologia acima utilizada sao disponiveis na
area da farmacologia, onde sao verificadas interacdes de aditividade, de supra-
aditividade e infra-aditividade, correspondentes a sinergismo e antagonismo,
respectivamente. Nestes trabalhos tem sido empregada com frequéncia analises
como a que foi aqui realizada, em que a posicao relativa da representacéo das
associagcdes com a isobole de aditividade, € tomada como indicativo da interagao
que esta ocorrendo (Carter Jr., 1995; Gessner, 1995; Ramakrishnan & Jusko,
2001). Em trabalho com benzoquinonas toxicas, como sorgoleone, de origem
natural e sintética, os autores empregaram metodologia similar, tentando

demonstrar o mecanismo de agao do sorgoleone, como inibidor do FS Il, pela
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comprovacao de auséncia de interacdo quando em associagao com bentazon,
herbicida inibidor do FS Il (Streibig et al., 1999).

Outra forma referida de analisar-se a interagdo de agentes quimicos é
através do principio de aditividade de Loewe, expresso pelo IComp € calculado de
acordo com a Equacgéo 4.2 (Ramakrishnan & Jusko, 2001). Por este principio,
IComb igual @ um representa aditividade, superior a um representa antagonismo e
inferior a um, sinergismo. Na Tabela 4.1 estdo os IComp, para os quatro Iso
resultantes das associagdes testadas. Nas trés variaveis determinadas e em
todas associacbes o indice calculado foi sempre inferior a um, indicando
sinergismo na associag&o de metribuzin e clomazone por este método.

TABELA 4.1. indice de combinagdo (IC.mp) das associacdes de metribuzin e
clomazone, calculados a partir das doses necessarias para obter

50% de reposta (lso), obtidas a partir das curvas de resposta as
doses destes herbicidas. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

.~ IComb*
Associacdes ] ]
MV MS Dano
Metribuzin + 40 yM clomazone 0,82 0,77 0,87
Metribuzin + 80 uM clomazone 0,81 0,75 0,80
Clomazone + 70 nM metribuzin 0,89 0,78 0,97
Clomazone + 140 nM metribuzin 0,75 0,72 0,75

* 1Comb= l50ab1/l50a * I50ab2/l500 ONAE I50ap1 € l50ap2 SA0 @s doses lsg dos produtos em associagao e lsp,
e lsob, as doses l5y dos produtos aplicados isolados.

"MV = massa verde; MS = massa seca.

Apesar dos isobologramas ndo mostrarem a existéncia de sinergismo em
todas associagdes com alto nivel de probabilidade, em nenhum momento ha
indicativo de antagonismo, o que ndo pode ser descartado a priori, quando do
estudo de qualquer tipo de associagdo (Green, 1989). Por outro lado, existem
elementos que apontam para a existéncia de sinergismo, embora algumas
associagdes, principalmente nas variaveis MV e dano, ndo se distinguem da

aditividade. De qualquer forma, fica saliente a necessidade de desenvolver-se
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mais aprimoradamente a metodologia de comparacdo entre os resultados da
associacdo e a linha de aditividade tedrica tragcada entre os lsp dos produtos
isolados. Além disso, o maior dominio dos fatores que provocam variabilidade
experimental, certamente contribui para a melhor comprovacdo do tipo de

interacao presente.

4.5. CONCLUSOES

A variavel MS permitiu estabelecer, em algumas associagdes, a existéncia
de sinergismo na associagao dos herbicidas metribuzin e clomazone.
Pelo principio de aditividade de Loewe, a associagdao de metribuzin e

clomazone é sinérgica em todas associagdes testadas.



5. CAPITULO IV - IMPACTO DA ASSOCIAGAO DE METRIBUZIN E
CLOMAZONE SOBRE AS RELAGOES DE
INTERAGAO DE SOJA (Glycine max) E GIRASSOL
(Helianthus annuus)

5.1. RESUMO

A analise da associacdo de metribuzin e clomazone ao nivel de
comunidade pode valer-se de delineamento especifico para estudo da
interferéncia intra e interespecifica, como o delineamento dialélico. Foi conduzido
um experimento em estufa plastica com o objetivo de analisar o impacto da
associacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone sobre as relagdes de
interferéncia entre soja e girassol, este como modelo de planta daninha.
Empregou-se o delineamento dialélico com cinco arranjos de plantas por vaso,
representados por soja uma planta, soja duas plantas, girassol uma planta,
girassol duas plantas e soja e girassol, constituindo o primeiro fator, que foi
combinado com tratamentos herbicidas formados por doses de 0 e 115 g.ha™" de
metribuzin, 0 e 200 g.ha™’ de clomazone, aplicados isolados e a associacdo de
metribuzin e clomazone nas mesmas doses, todos aplicados em pré-emergéncia,
constituindo o segundo fator, totalizando 24 tratamentos. Os arranjos de soja duas
plantas e girassol duas plantas foram considerados pela média das duas plantas.
O arranjo soja e girassol manteve as determinacgdes individualizadas por planta.
Determinou-se a massa verde e massa seca das plantas de soja e girassol 30

dias apdés a emergéncia. Os resultados demonstram que a soja reduziu sua
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massa verde em arranjo consigo mesma e em combinagdo com girassol. O
girassol reduziu sua massa verde e massa seca em arranjo consigo mesmo e
com soja. O arranjo de soja e girassol no mesmo vaso reduziu a tolerancia da
soja a associagao de metribuzin e clomazone na massa verde e a associagao e
ao metribuzin isolado na massa seca. Nao foi possivel comprovar o sinergismo da
associagao de metribuzin e clomazone pela relagéo de interferéncia entre soja e

girassol.

5.2. INTRODUGAO

A presenga de plantas daninhas no mesmo ambiente das culturas da
origem a varias interagbes que se estabelecem nestas comunidades. Estas
interacbes sdo denominadas de interferéncia e representam o efeito que a
presenca de uma planta tem sobre o crescimento ou desenvolvimento da outra.
Entre as varias interagdes possiveis, aquelas que causam efeito negativo, como a
competicdo, sdo as mais importantes de serem investigadas, do ponto de vista do
controle de plantas daninhas. A competicdo é definida como o efeito adverso
exercido entre plantas que compartilham recursos essenciais escassos no meio
(Radosevich et. al., 1997).

A interferéncia resultante da convivéncia de ervas com as culturas pode ser
estudada por diversas abordagens. A mais simples de todas envolve o uso de
experimentos aditivos, em que a densidade da cultura € mantida constante e a
densidade da planta daninha é variavel, de acordo com sua ocorréncia natural na
area. Como a densidade da planta daninha varia entre os tratamentos, a
proporgcao entre as espécies se modifica de acordo com a densidade total. Além

disso, a cultura tem espagamento constante, mas as plantas daninhas ocorrem
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aleatoriamente, dificultando a separacédo entre a competicao intra-especifica e a
interespecifica. Por estas limitagdes, tem sido propostos outros métodos mais
elucidativos (Radosevich et. al., 1997).

Para superar as limitagdes dos experimentos aditivos, tem sido propostos
trés principais métodos para estudar interacdo: os experimentos substitutivos, os
sistematicos e de vizinhanga. Os experimentos substitutivos dividem-se em séries
de substituicdo, delineamento de Nelder e delineamento dialélico (Radosevich et
al., 1997).

Todos experimentos substitutivos pressupdéem que os rendimentos de
populacdes mixtas podem ser comparados com os rendimentos de uma unica
espécie. Desta forma, o método da séries de substituicado envolve a comparacéao
entre uma monocultura com diferentes proporgdes entre as duas espécies em
questdo, mantendo-se a densidade total sempre constante. Assim, é possivel
distinguir-se entre os efeitos devido as diferentes propor¢des entre as espécies e
aqueles devido a densidade total existente. Entre as limitagbes deste método
estdo a impossibilidade de examinar-se os efeitos totais resultantes da
interferéncia, apesar de ser possivel determinar os efeitos relativos a competicao
intra e interespecifica. Outro aspecto diz respeito aos rendimentos esperados da
monocultura e os efetivamente encontrados, ja que as diferentes densidades
produzirdo diferentes rendimentos. Por fim, o método tem sido considerado
artificial para as condigbes de campo, ja que dificimente encontra-se
naturalmente densidades fixas como aquelas que o método utiliza (Radosevich et.
al., 1997).

Ja o delineamento de Nelder aplica-se mais a estudos de competicao intra-

especifica, onde plantas sao cultivadas na forma de um arco ou circulo, com a
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area disponivel para cada planta variando de forma constante. Este tipo de
abordagem é mais indicado para definir-se a melhor densidade para uma
determinada cultura. Mas € improprio para o estudo de interacao entre duas
espécies (Radosevich et. al., 1997).

O delineamento dialélico utiliza apenas um ou dois individuos de cada
espécie por tratamento. Num estudo com duas espécies, sao estudados trés
arranjos diferentes. No primeiro arranjo, um individuo de cada espécie é cultivado
isoladamente. No segundo arranjo, dois individuos da mesma espécie sao
cultivados em combinagdo. No terceiro arranjo, dois individuos, um de cada
espécie, sao cultivados em associagdo. Desta maneira, € possivel estudar-se
tanto a interagdo intra-especifica como a interacao interespecifica. Sua grande
vantagem é a simplicidade do delineamento, permitindo a coleta de dados ao
longo do ensaio até de variaveis que necessitam a destruicdo do material. Este
método é derivado de analises genéticas e tem sido usado extensivamente por
pesquisadores da area de melhoramento e todos aqueles que necessitam
investigar as interagdes intra e interespecificas (Radosevich et. al., 1997; Gibson
et al., 1999).

A analise da associacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone como
modelo para estudar o sinergismo entre herbicidas inibidores do fluxo de elétrons
do fotossistema Il e da sintese de carotendides deve, certamente, incluir o estudo
ao nivel de comunidade. Para melhor investigar o impacto desta associagao de
herbicidas sobre as relagdes de interferéncia entre uma cultura, a soja e uma
espécie tomada como modelo para uma planta daninha, o girassol, € que
executou-se o presente trabalho. Para tanto, foi definido o emprego do

delineamento dialélico como base para o estudo da associacdo de metribuzin e
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clomazone, tendo por objetivo analisar o impacto desta associagdo sobre as

relagbes de interferéncia entre a soja e o girassol.

5.3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante o0 més de dezembro e contou com a
combinagao de cinco arranjos de plantas e quatro tratamentos herbicidas. Os
arranjos foram representados por uma planta de soja por vaso, duas plantas de
soja por vaso, uma planta de girassol por vaso, duas plantas de girassol por vaso
e uma planta de soja mais uma planta de girassol por vaso, de acordo com o
delineamento dialélico (Radosevich et al., 1997; Gibson, 1999). Sobre estes
arranjos aplicou-se, apés a semeadura, metribuzin (Apéndice 11.1.2), nas doses
de 0 e 115 g.ha™, clomazone (Apéndice 11.1.2), nas doses de 0 e 200 g.ha™, e a
associacdo de ambos, nas mesmas doses. O delineamento experimental foi
completamente casualizado, com quatro repeticoes.

As plantas de soja, cultivar BRS 66 e de girassol, hibrido DKB 11, foram
cultivadas em vasos de polietileno tereftalato (PET), com 10 cm de didametro, 17
cm de altura e 1200 cm?® de capacidade volumétrica. Foi utilizado como substrato
900 g.vaso' de solo peneirado, cuja andlise fisico-quimica indicou 290 g.kg™ de
argila, 19 g.kg” de matéria organica, 25 mg.dm™ de P, 123 mg.dm™ de K e pH
(H2O:solo 1:1) de 6,0. As plantas foram mantidas em ambiente protegido (estufa
plastica), com temperatura maxima média de 32°C, minima média de 20°C,
fotoperiodo médio de luz natural de 13 horas e fluxo foténico fotossintético
maximo de 950 pmol.m?.s™" ao meio dia. As plantas foram irrigadas sempre que
necessario, a fim de manter-se o solo com umidade em torno de 80% de sua

capacidade de campo.
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A aplicacdo dos tratamentos herbicidas foi realizada com pulverizador
costal pressurizado a CO,, utilizando-se barra com quatro bicos de jato plano tipo
"leque" 8002 XR, espacados 50 cm e consumo de calda equivalente a 200 L ha™.
A temperatura do ar no momento da aplicagéo era de 28°C e a umidade relativa
de 60%. O solo encontrava-se com umidade em torno de 80% da sua capacidade
de campo.

Decorridos 30 dias ap6s a emergéncia, coletou-se as plantas de cada vaso
(parte aérea e raizes) e determinou-se a massa verde (MV) de cada planta. Apds
secagem em estufa a 60° C até peso constante, determinou-se a biomassa seca
(MS). Para os vasos com duas plantas de soja e duas plantas de girassol,
considerou-se a média das duas plantas, mantendo-se valores individualizados
nos arranjos de soja e girassol no mesmo vaso.

As duas variaveis determinadas, organizadas em esquema fatorial 6 x 4
(soja uma planta, soja duas plantas, girassol uma planta, girassol duas plantas,
soja + girassol - soja e soja + girassol - girassol; sem herbicida, metribuzin 115
g.ha™’, clomazone 200 g.ha” e metribuzin + clomazone nas mesmas doses
isoladas), sofreram analise da variancia e suas médias foram comparadas pelo

teste Duncan, ao nivel de significancia de 5%.

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise da variancia aplicada aos resultados das variaveis MV e MS
demonstrou haver interagdo do arranjo de plantas com os tratamentos herbicidas
(Apéndice 11.9). Por isso, nao serao considerados isoladamente os efeitos

principais de cada fator, mas sim, o comportamento dos arranjos de plantas
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dentro de cada tratamento herbicida e os tratamentos herbicidas dentro de cada
arranjo de planta.

A analise dos resultados obtidos com o tratamento sem herbicida permite
avaliar as interagbes da soja e girassol intra e interespecificamente (Tabelas 5.1 e
5.2). Verifica-se, pela variavel MV, que soja e girassol cultivados isoladamente
tiveram maior desenvolvimento do que quando combinados consigo mesmo e
com a outra espécie (Tabela 5.1). Por este resultado, a interferéncia exercida pelo
girassol sobre a soja foi a mesma que a soja exerceu sobre ela prépria, reduzindo
sua MV quando duas plantas ocupavam o mesmo vaso. Da mesma forma ocorreu
com o girassol, em que a interferéncia exercida pela soja sobre o girassol foi a

mesma que o girassol exerceu sobre ele proprio.

TABELA 5.1. Massa verde de soja e girassol, em resposta a diferentes arranjos
de plantas e a aplicacdo dos herbicidas metribuzin e clomazone,
isolados e em associagdo. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tratamentos Sem Metribuzi_r11 CIomazorLe Metribuzin +
herbicida 115 g.ha 200 g.ha” clomazone’
____________________________________ gplantal
Soja - 1 planta A 6,88 a° A 6,32 a A 7,78 a A 582 a
Soja - 2 plantas A 387 b A 395 b A 4,02 b A 3,56 b
Girassol - 1 planta A 6,60 a BC 1,05 ¢ B 2,88 bc C 0,00 ¢
Girassol - 2 plantas A 385D BC 0,13 ¢ B 1,94 ¢ C 0,00 c
Soja + girassol - soja A 3,69 b AB 2,10 ¢ AB 2,49 bc B 1,55 ¢
Soja + girassol - girassol A 437 b B 1,05 c A 3,42 bc B 143 ¢
CV (%)’ 39,6

"Metribuzin 115 g.ha™ + clomazone 200 g.ha™.

*Médias antecedidas de mesma letra maitiscula na linha e seguidas de mesma letra minuscula na
coluna né&o diferem pelo teste Duncan ao nivel de significancia de 5%.

*Coeficiente de variagio.

Na variavel MS a soja nao apresentou diferenga entre a condi¢do isolada e
em combinacgado, seja consigo mesma ou com girassol (Tabela 5.2). O girassol
teve maior MS isolado do que quando combinado consigo mesmo, mas nao
reduziu sua MS quando em combinagdo com a soja. Nesta variavel, os resultados

indicam que a soja sofreu interferéncia do girassol equivalente a interferéncia
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intra-especifica. Ja o girassol teve a interferéncia intra-especifica maior que a

interespecifica provocada pela soja.

TABELA 5.2. Massa seca de soja e girassol, em resposta a diferentes arranjos de
plantas e a aplicagcdo dos herbicidas metribuzin e clomazone,
isolados e em associagdo. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tratamentos Sem Metribuzi_r11 CIomazorLe Metribuzin +
herbicida 115 g.ha 200 g.ha” clomazone'
____________________________________ gpeanta”
Soja - 1 planta A 1,80 ab® A 162 a A 1,98 a A 212 a
Soja - 2 plantas A 1,20 b A 154 a A 1,86 a A 1,68 a
Girassol - 1 planta A 2,30 a BC 0,68 b B 1,35 ab C 0,00 b
Girassol - 2 plantas A 143 b B 0,02 b A 084 Db B 0,00 b
Soja + girassol - soja A 1,56 ab B 0,66 b AB 0,83 b B 049 b
Soja + girassol - girassol A 1,54 ab B 044 b AB 0,93 b B 0,72 b
CV (%)’ 35,4

"Metribuzin 115 g.ha™ + clomazone 200 g.ha™.

*Médias antecedidas de mesma letra maitiscula na linha e seguidas de mesma letra minuscula na
coluna né&o diferem pelo teste Duncan ao nivel de significancia de 5%.

*Coeficiente de variaggo.

Embora n&o totalmente coincidentes, os resultados exibidos pelas duas
variaveis demonstram, de forma geral, que tanto a soja como o girassol tendem a
reduzir seu desenvolvimento quando duas plantas estdao presentes no mesmo
vaso. Também que a interferéncia interespecifica equivale-se a interferéncia intra-
especifica no caso da soja e € maior a intra-especifica no caso do girassol.

Ao analisar-se o impacto dos tratamentos herbicidas sobre as relagbes de
interferéncia entre soja e girassol, observa-se que, no tratamento com metribuzin,
a soja, em seu arranjo isolado, manteve o mesmo desenvolvimento (Tabela 5.1).
Quando em combinagéo consigo mesma, reduziu sua MV de forma semelhante a
verificada nos arranjos sem herbicida. No arranjo com girassol é que houve
reducdo maior do que a verificada no tratamento sem herbicida. E possivel que a
presenca do herbicida tenha provocado algum dano na soja, fragilizando sua
capacidade competitiva frente ao girassol. O préprio girassol sofreu a agéo do

metribuzin, apresentando igual desenvolvimento tanto no arranjo isolado quanto
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no arranjo em combinagdo consigo mesmo e com soja (Tabela 5.1). Estes
resultados, apesar de estatisticamente semelhantes, numericamente apresentam
magnitudes que vao de 0,13 g a 2,10 g. E possivel que n&o tenha sido possivel
detectar significancia entre estes resultados pelo coeficiente de variagéo elevado
apresentado no experimento (Apéndice 11.9). Esperava-se que o tratamento com
metribuzin isolado provocasse algum impacto no girassol, mas de expresséo bem
menos intensa do que a verificada, a fim de poder-se demonstrar o possivel
sinergismo da associacdo com clomazone. E possivel também que o periodo de
30 dias entre a emergéncia das plantas e a coleta tenha sido demasiado longo,
tornando o efeito herbicida mais pronunciado. Por outro lado, periodos menores
poderiam n&o evidenciar os efeitos da interferéncia das espécies.

Na variavel MS o comportamento foi semelhante, embora a soja ndo tenha
reduzido seu desenvolvimento no arranjo de duas plantas de soja (Tabela 5.2).
Os demais arranjos foram equivalentes entre si, demonstrando efeito pronunciado
tanto sobre o girassol, como sobre a soja. Este efeito sobre a soja nédo era
esperado, uma vez que o metribuzin apresenta seletividade a cultura (Ahrens,
1994). E possivel que o baixo teor de matéria organica do solo utilizado como
substrato tenha reduzido a seletividade do metribuzin a soja, provocando o dano
indesejada (Reunido..., 2001). Além disso, a condicdo de cultivo em vasos de
pequena capacidade podem ter contribuido para colocar as raizes de soja em
contato com maiores quantidades de herbicida do que ocorreria em condi¢des de
campo.

No tratamento com clomazone, a soja manteve o comportamento exibido
no tratamento sem herbicida, para a variavel MV (Tabela 5.1). Na variavel MS,

ndao houve diferengca entre o arranjo isolado e o arranjo de soja combinada
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consigo mesma, o que também havia sido constatado no tratamento sem
herbicida. Mas o arranjo de soja com girassol foi inferior aos arranjos de soja
isolada e combinada consigo mesma, o que nao havia ocorrido no tratamento
sem herbicida. Novamente verifica-se que houve dano néo esperado sobre a soja,
provocada pelo clomazone, que € seletivo a cultura. A capacidade volumétrica do
vaso, anteriormente referida, pode aqui também ter contribuido para reduzir a
seletividade do clomazone a soja.

Da mesma forma que o periodo de duracédo do experimento, a capacidade
volumétrica dos vasos pode ter influenciado negativamente os resultados. Mas, a
exemplo do periodo de duracdo, uma maior capacidade volumétrica poderia ndo
evidenciar os efeitos da competicdo entre as espécies.

O tratamento herbicida com a associacdo de metribuzin e clomazone
apresentou, na variavel MV, o mesmo resultado dos tratamentos anteriores
(Tabela 5.1). O arranjo de soja isolada foi superior ao arranjo de soja em
combinagao consigo mesma € ao arranjo em combinagao com girassol. Como no
tratamento com metribuzin, o arranjo de soja em combinagdo com girassol foi
inferior ao arranjo de soja combinada consigo mesma. Na variavel MS, o
comportamento da soja também foi equivalente ao verificado no tratamento com
metribuzin. Ja o girassol teve seu desenvolvimento reduzido a zero no tratamento
com a associagdo dos herbicidas. Esperava-se que isto ocorresse, ja que o
girassol apresenta sensibilidade aos dois produtos, e a agédo sinérgica pudesse se
manifestar.

Pelas razdes provaveis ja expostas, o efeito de metribuzin isolado, mais
intenso do que o esperado, prejudicou a exibigdo de sinergismo na associagao.

Também n&o se esperava que houvesse dano dos tratamentos sobre a soja. Pelo
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contrario, o dano mais pronunciado da associagdo sobre o girassol, deveria
refletir-se em maior desenvolvimento da soja nos arranjos em que a soja esteve
combinada com girassol. A comparacgéo dos varios tratamentos herbicidas dentro
de cada arranjo de planta permite analisar melhor o que aconteceu. Em ambas
variaveis (MV e MS), os arranjos de soja isolada e em combinagdao consigo
mesma mantiveram-se constantes em todos tratamentos herbicidas (Tabelas 5.1
e 5.2). Por estes resultados, ndo se visualiza dano de nenhum tratamento
herbicida sobre a soja. No arranjo de soja combinada com girassol € que se
observa menor desenvolvimento da soja na associagdo metribuzin e clomazone,
na variavel MV (Tabela 5.1), e no tratamento com metribuzin isolado e na
associacao, na variavel MS (Tabela 5.2).

Percebe-se, por estes resultados, que quando a soja esteve combinada
com girassol, sua tolerancia aos herbicidas foi reduzida. A presenga de girassol
influenciou de alguma forma a tolerancia da soja, principalmente ao metribuzin e a
sua associagao com clomazone. Estes resultados poderiam sugerir a existéncia
de interacdo antagdnica na associagédo destes produtos, ja que houve redugao da
seletividade a cultura e menor dano sobre a planta alvo, o girassol. Mas,
examinando-se a soja isolada e em associagdo consigo mesma, verifica-se que
nao houve interagao.

Ja o comportamento de cada arranjo de girassol frente aos tratamentos
herbicidas demonstra que a associagdo de metribuzin e clomazone provocou
dano mais acentuado, ou no minimo igual, ao tratamento com metribuzin isolado
(Tabelas 5.1. e 5.2). Quando em combinagédo com a soja € que este efeito foi

menos intenso. Talvez a presenga da soja no vaso tenha reduzido a
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disponibilidade de herbicida para o girassol e com isso, provocado dano menos
acentuado sobre 0 mesmo.

De qualquer forma, a existéncia de sinergismo na associagédo metribuzin e
clomazone, ndo pode ser comprovada pela interacdo entre soja e girassol, servido
de modelo para o estudo ao nivel de comunidade. Provavelmente os fatores

experimentais mencionados tenham contribuido para impedir tal comprovacao.

5.5. CONCLUSOES

A existéncia de sinergismo na associagao metribuzin e clomazone, nao
pode ser comprovada pela interagcdo entre soja e girassol, ndo sendo possivel
emprega-la como modelo para o estudo de sinergismo ao nivel de comunidade.

O efeito de interferéncia intra-especifica no girassol cultivada em vasos
isoladamente manifesta-se tanto na sua massa verde quanto na sua massa seca
e reduz o desenvolvimento do girassol.

A soja cultivada em vasos sob interferéncia do girassol reduziu sua
tolerancia ao herbicida metribuzin e a associagao metribuzin e clomazone.

A associagao dos herbicidas metribuzin e clomazone nao produziu dano
mais pronunciado sobre o girassol do que a aplicagao isolada de metribuzin.

A analise da interferéncia de girassol sobre soja ndo permitiu demonstrar a

existéncia de sinergismo na associagao entre metribuzin e clomazone.



6. CAPITULO V - ANALISE DA ASSOCIAGAO DOS HERBICIDAS METRIBUZIN
E CLOMAZONE PELO CONTROLE DE Bidens pilosa NA
CULTURA DA SOJA

6.1. RESUMO

A investigacado das interagdes decorrentes da associagdo de herbicidas
tem seu nivel mais abrangente quando avalia-se a associagdo ao nivel de
comunidade, constituida pela cultura e pela planta daninha. O objetivo deste
trabalho foi verificar a existéncia de sinergismo na associagdo de metribuzin e
clomazone no controle de Bidens pilosa infestando a cultura da soja. Para tanto,
conduziu-se um experimento com esta cultura, em 1998/99. Os tratamentos foram
representados por aplicagdo de metribuzin, nas doses de 0 e 280 g.ha‘1 e
clomazone, nas doses de 0 e 560 g.ha™, isolados e em associacdo, bem como
tratamentos adicionais isolados de metribuzin 560 g.ha™, clomazone 1.120 g.ha™
e testemunha capinada. Foram avaliadas aos 55 dias ap6s a aplicacdo dos
herbicidas (DAA), a porcentagem de cobertura e controle de Bidens pilosa
(BIDPI), sua densidade aos 30 e 55 DAA, além de massa seca, area foliar e
rendimento de graos. Os resultados indicaram a ocorréncia de sinergismo entre
os herbicidas nos percentuais de cobertura e controle, sem valores conclusivos
nas demais variaveis. Conclui-se que embora seja complexa a comprovagao de
sinergismo a campo, os resultados indicam a ocorréncia de sinergismo na

associacao entre metribuzin e clomazone, nas doses testadas.
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6.2. INTRODUGAO

A utilizagdo simultdnea ou sequencial de dois ou mais herbicidas sobre
uma mesma cultura, vem sendo cada vez mais empregada na agricultura e
representa um avango nas estratégias de controle as plantas daninhas.
Despertam particular interesse as associagdes que apresentam sinergismo, pois
permitem o uso de doses menores e controlam plantas daninhas resistentes
(Gressel, 1990). Esse sinergismo muitas vezes ocorre quando associam-se dois
herbicidas que apresentam diferentes mecanismos de agédo, onde pode haver
uma acgao de complementaridade entre os mesmos, com um facilitando a agao
fisica e ou bioquimica do outro (Matthews, 1994).

Os herbicidas inibidores do fotossistema Il (FSII), como as triazinas, uréias
e uracilas, exercem sua acao fitotoxica ligando-se ao nicho ou "bolso" da proteina
D+, onde a quinona g deveria ligar-se para receber os elétrons da quinona a. Isto
bloqueia o transporte de elétrons no fotossistema e gera moléculas de clorofila
mais carregadas energeticamente (°Chl). Nesse estado elas d&o origem a uma
reacdo em cadeia formando radicais livres (R*) como: oxigénio singleto ('0,),
superoéxidos (027), radical hidroxila (OH*) e perdxido de hidrogénio (H20), que irdo
peroxidar os lipidios das membranas, formando novos radicais lipidicos, também
capazes de oxidar outros lipidios de membranas, levando assim as plantas
tratadas a morte (Fuerst & Norman, 1991; Gronwald, 1994; Vidal, 1997).

As plantas possuem mecanismos para evitar o estresse oxidativo
produzido normalmente em pequeno grau durante a fotossintese. Entretanto,
quando as plantas séo tratadas com inibidores do FSII, a quantidade de radicais
produzida ultrapassa a capacidade de destoxificagdo desses mecanismos. Entre

eles estdo a agdo dos carotendides, presentes nas membranas dos tilacéides,
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que protegem contra '0,, °Chl e peroxidacdo lipidica, dissipando o excesso de
energia da clorofila na forma de calor, e a agdo do a-tocoferol (vitamina E), que
protege contra a peroxidagao lipidica e do OH*, ambos presentes nas membranas
do tilacéide (Hall & Rao, 1980; Fuerst & Norman, 1991; Sandmann et al., 1991;
Gronwald, 1994; Salisbury & Ross, 1994). No presente trabalho seguiu-se a
hipoétese que a associagao de herbicidas do grupo dos inibidores do FS Il com
inibidores da sintese de carotendides possa apresentar sinergismo. Os primeiros
geram estresse oxidativo e os segundos inibem a capacidade da planta de
combater esse estresse, tornando-a mais vulneravel e mais facilmente perecivel.

A analise do desempenho de associagdes de herbicidas com vistas a
comprovagao de sinergismo devera incluir a avaliagdo do controle de plantas
daninhas em condicbes de campo. Estas ervas deverdo ser de ocorréncia em
culturas para as quais os herbicidas em questao sejam registrados.

Nesta condicdo esta Bidens Pilosa L., planta daninha de ocorréncia em
varias culturas, entre as quais a soja, cultura para a qual sdo registrados o
metribuzin e clomazone, representantes dos inibidores do FS Il e da sintese de
carotendides, respectivamente. Esta erva pertence a famila Asteraceae
(Compositae), a maior familia dos vegetais superiores e que contém muitas das
piores espécies de plantas daninhas, onde B. pilosa esta entre as 76 piores
espécies de plantas daninhas (Kissmann & Groth, 1993; Mitich, 1994).

B. pilosa € uma espécie anual nativa da América Tropical, considerada
como planta daninha das mais prejudiciais. Seus aquénios adaptados a facil
aderéncia aos objetos garantem sua pronta disseminagao. Ocorre principalmente
em lavouras anuais de estagdo quente, mas também em pastagens, beiras de

estradas e terrenos baldios (Kissmann & Groth, 1993; Mitich, 1994; Rocha, 1996).
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B. pilosa apresenta crescimento rapido quando encontra temperaturas mais
altas e umidade e em povoamento misto de dicotiledéneas compete muito bem,
encontrando dificuldade na presenga de gramineas como Digitaria e Brachiaria.
Apesar de ter algum valor positivo como planta medicinal, sua importancia advém
dos sérios problemas que causa nos cultivos que infesta, podendo causar
decréscimos significativos em culturas anuais, em condi¢gdes de altas infestagdes,
figurando entre as dicotiledoneas de maior frequéncia na cultura da soja (Fleck &
Candemil,1995).

O nivel de dano econbémico de B. pilosa na cultura da soja, embora
bastante variavel de acordo com diversos fatores (ambiente, rendimento de gréos,
preco dos graos no mercado, custo do controle, época de semeadura e eficacia
do herbicida) situa-se entre 0,3 a 33 plantas.m?, demonstrando o grande potencial
daninho desta espécie sobre a soja (Rizzardi, 2002).

Experimentos realizados na cultura do girassol constataram que na
presenca de B. pilosa e outras espécies daninhas, a cultura do girassol respondeu
de modo linear ao aumento da area que foi mantida livre de plantas daninhas
durante seu ciclo de desenvolvimento (Fleck et al., 1986; Fleck et al., 1989).

Existem vérias opgbdes de controle quimico para B. pilosa, entre elas
metribuzin e clomazone figuram como apresentando controle acima de 80%
(Reunido, 2001). Como os dois herbicidas em estudo apresentam controle
satisfatorio de B. pilosa, é de esperar- se que, com a associagao dos produtos, no
minimo, se obtenham os percentuais de controle acima citados. Com isso, €&
provavel que a associagdo permita o uso de doses menores, o combate ao
surgimento de resisténcia, a ampliagdo do espectro de controle e todos beneficios

decorrentes das associacdes de herbicidas.
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Dentro da linha de abordagem de analisar-se a existéncia de sinergismo
entre metribuzin e clomazone em varios niveis, pretendeu-se, com o presente
trabalho, investigar esta associagao ao nivel de comunidade, através do controle

de B. pilosa infestando a cultura da soja.

6.3. MATERIAL E METODOS

Foi conduzido um experimento a campo, na safra agricola de 1998-99, na
Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS, localizada em Eldorado do Sul,
RS, com a cultura da soja, em solo areno-argiloso, contendo 2,4% de matéria
organica e pH 5,5. A cultura foi implantada em sistema de semeadura direta, em
sucessao a aveia-preta e ervilhaca, dessecadas em 28/10/98 com glyphosate
(Apéndice 11.1.2) a 1.080 g.ha™. A cultivar de soja BR 16 foi semeada em
18/11/98, com espacamento de 45 cm entrelinhas e populacao final média de
241.000 plantas.ha™. A planta daninha predominantemente presente na area e
alvo do trabalho foi Bidens pilosa (BIDPI), com populagdo média de 217 a 317
plantas.m™ aos 30 e 55 dias apos a semeadura da cultura, respectivamente.

Os tratamentos testados foram organizados em esquema bifatorial (quatro
tratamentos), com delineamento de blocos casualizados e quatro repeticoes. As
unidades experimentais mediram dois e meio por oito metros. O primeiro fator foi
a aplicacdo de metribuzin (Apéndice 11.1.2) nas doses de 0 e 280 g.ha™ e, o
segundo fator, a aplicagao de clomazone (Apéndice 11.1.2) nas doses de 0 e 560
g.ha™’, com tratamentos adicionais de aplicacdo de metribuzin na dose de 560
g.ha™", clomazone na dose de 1.120 g.ha™ e um tratamento capinado, totalizando
sete tratamentos. A aplicacdo dos herbicidas foram feitas em pré-emergéncia das

plantas cultivada e daninha. Os tratamentos representados por associagdo dos
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herbicidas, tiveram os produtos aplicados na forma de mistura em tanque. Os
demais tratos culturais exigidos para o desenvolvimento da cultura estiveram de
acordo com as recomendacgdes técnicas para a cultura da soja no Rio Grande do
Sul e Santa Catarina (EPAGRI-CPPP, 1999).

A aplicagdo dos herbicidas ocorreu em 18-11-1998, com pulverizador
costal pressurizado a CO,, utilizando-se barra com quatro bicos de jato plano tipo
"leque" 8002 XR, espagados 50 cm, com consumo de calda equivalente a 200
L.ha”. A temperatura do ar era de 31° C e a umidade relativa de 53%. O
tratamento capinado sofreu duas capinas, em 15/12/98 e em 05-01-1999.

A densidade de BIDPI foi avaliada aos 33 e 55 dias apds a aplicagao dos
tratamentos (DAT), em area de 0,16 m? por parcela. Os percentuais de cobertura
e controle de BIDPI foram obtidos por avaliagao visual, considerando-se que 0%
representa nenhuma cobertura e nenhum controle e 100%, cobertura total do
terreno e controle de todas as plantas (Frans & Crowley, 1986). A massa seca de
BIPDI por m? foi determinada a partir da coleta de todas as partes aéreas das
plantas em area de 0,16 m?, aos 55 DAA, amostrada dentro da area tratada e fora
da area util para colheita da cultura. O material foi seco, até peso constante, em
estufa a 60° C e pesado. A area foliar de BIDPI foi determinada a partir de cinco
plantas coletadas ao acaso, em area contigua a da amostragem de massa seca,
aos 55 DAA, medindo-se a area de todas as folhas, expressas por planta, através
de medidor de area foliar LICOR. O rendimento de soja (GLXMA) foi obtido
colhendo-se as duas linhas centrais da parcela, em 21-05-1999, numa area de 2,7
m?, corrigindo-se o peso para umidade de 13%, expresso em kg.ha™.

As variaveis massa seca.m? e densidade de BIPDI sofreram transformacao

logaritmica, os percentuais de cobertura e controle, transformagao arcsen+/x+1,
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todas para controlar a heterocedasticidade e, juntamente com a area foliar de
BIDPI e rendimento de GLXMA, foram submetidas a analise da variancia e
comparacao de médias pelo teste t, com nivel de 5% de significancia. Para avaliar
a existéncia de sinergismo entre os herbicidas, todas variaveis acima foram
submetidas a analise segundo o modelo proposto por Flint et al. (1988) (Capitulo

I, Equacéao 2.4).

6.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de cobertura e de controle de BIDPI, avaliadas aos 55
DAA, revelam que a associacdo de metribuzin na dose de 280 g.ha™ e clomazone
na dose de 560 g.ha™" produziu a menor cobertura vegetal do solo e proporcionou
o melhor controle da planta daninha, igualado apenas por metribuzin na dose
recomendada de 560 g.ha™' (Tabela 6.1). O efeito estimado da interagdo (Tabela
6.1) aponta para a existéncia de sinergismo da associagao, com efeito estimado
negativo e probabilidade inferior a 1%. Westberg et al. (1989) em trabalho com
associacdo de clomazone (280 e 560 g.ha') e metribuzin (200 g.ha™),
encontraram sinergismo dos herbicidas no controle de Ipomoea hederacea var.
integriuscula em um ano, mas nao sendo evidente em outro ano. Em varias
espécies estudadas com essa e outras associagdes, 0 sinergismo variou entre as
espécies, doses e anos de cultivo.

As densidades de BIDPI apresentaram valores bastante variados (alto
desvio padrao relativo), sendo que aos 30 DAA nao houve diferenga entre os
tratamentos de herbicidas e o tratamento sem herbida (Tabela 6.1). Contudo, aos
55 DAA, apesar dos tratamentos herbicidas n&o terem diferido entre si, a

associagao igualou-se ao tratamento capinado, reduzindo significativamente a
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densidade em relagdo ao tratamento sem herbicida. Além disso, observa-se que,
enquanto houve aumento numérico da densidade entre 30 e 55 DAA no
tratamento sem herbicida, em torno de 50%, na quase totalidade dos demais, a
tendéncia numérica foi de reducao.

O efeito estimado para a associagédo pelo tratamento estatistico proposto
por Flint et al. (1988) ndo apontou significancia, sendo os desvios de 0
(aditividade) observados, néo significativos (Tabela 6.1). Vale ressaltar que as
variaveis analisadas no presente trabalho apresentam comportamento oposto as
variaveis analisadas no Capitulo I. Enquanto que aquelas variaveis aumentam
com o tratamento herbicida, as variaveis estudadas aqui diminuem. Isto deve ser
levado em conta ao considerar os desvios de 0 pela analise proposta por Flint et
al. (1988). No presente caso, valores inferiores a 0 (negativos) representam
sinergismo, e valores positivos, , representam antagonismo, ambos com
significancia estatistica.

A massa seca acumulada de BIPDI reforca o comportamento observado
nos percentuais de cobertura e controle, com a associagdo apresentando os
menores valores, sendo acompanhada apenas pela maior dose de metribuzin,
embora o efeito estimado da associagdo de herbicidas n&do tenha apresentado
significancia aceitavel (Tabela 6.1).

A area foliar de BIPDI, avaliada aos 55 DAA, apresentou valores similares
entre os tratamentos herbicidas, apresentando auséncia de interacdo pela néo

significancia do valor de t (Tabela 6.2).
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TABELA 6.1. Cobertura do solo com Bidens pilosa (BIDPI) e controle aos 55 dias
apos a aplicagao dos herbicidas (DAA), densidade de BIDPI aos 30
e 55 DAA, efeito estimado da associagao e probabilidade de t. EEA
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1998/99.

Cobertura  Controle Densidade de

Tratamentos Doses BIDPI
55 DAA 55 DAA 30 DAA 55 DAA

-g.ha™- % -n° de plantas.m™-
Tratamento capinado - Oe' 100 a Ob Oc
Tratamento sem herbicida - 78 a Oe 217a 317 a
Metribuzin 280 58 b 48 d 86 a 97 ab
Clomazone 560 53 b 48 d 72a 61 ab
Metribuzin + clomazone 280+560 11d 84 b 53 a 17 bc
Metribuzin 560 20 cd 78 bc 72 a 63 ab
Clomazone 1.120 24 ¢ 69 c 144 a 116 ab
CV (%)° 18 16 39 55
Efeito estimado® -0,58 2,41 1,03 0,69
Valor de t -4,09 -26,11 1,05 0,55
tealc. > tap. 0,003 0,0001 0,32 0,59

"Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente pelo teste t ao
nivel de 5% de significancia.

2CV = desvio padrio relativo.

*Efeito estimado negativo e probabilidade de t inferior a 0,05 indicam sinergismo e efeito
estimado positivo e probabilidade de t inferior a 0,05 indicam antagonismo.

*Nivel minimo de significancia = probabilidade das diferengas observadas serem devido ao
acaso.

E possivel que a dissipacdo dos produtos no solo tenha afetado o
desempenho da associagao a longo prazo. Como metribuzin e clomazone séo
herbicidas aplicados em pré-emergéncia, a sua persisténcia diferencial no solo
pode afetar a manifestacdo do sinergismo nas espécies estudadas. Gallaher &
Mueller (1996) obtiveram 22 e 55 dias de meia-vida média para metribuzin e
clomazone, respectivamente. Com isso, € possivel imaginar-se que 22 dias apos
a aplicagao dos tratamentos a absorgéo dos produtos por parte das ervas ja era
proporcionalmente diferente da inicial, fazendo com que o controle obtido aos 55
dias por exemplo, refletisse mais a agdo do clomazone que da associagdo como
um todo. A comparagéo das densidades de BIPDI aos 30 e 55 DAA nos diferentes

tratamentos reforga esse ponto de vista (Tabela 6.1).
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TABELA 6.2. Massa seca e area foliar.planta” de Bidens pilosa (BIDPI),
rendimento de soja (GLXMA), efeito estimado da associacdo e
probabilidade de t. EEA UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1998/99.

; . Rendimento
Tratamentos Doses Massa seca Area foliar de ar3
graos
55 DAA 55 DAA GLXMA
—g.ha'-  ———gm?-- cm?® kg.ha'-----
Tratamento capinado - 0,0e' Oc 680 a
Tratamento sem herbicida - 87,9 a 265 a 442 bc
Metribuzin 280 56,4 ab 83b 305 ¢
Clomazone 560 40,9 ab 53 bc 467 bc
Metribuzin + clomazone 280 + 560 8,8d 34 bc 537 ab
Metribuzin 560 16,2 cd 75b 433 bc
Clomazone 1.120 30,8 cb 65 bc 547 ab
CV (%)° 16 56 27
Efeito estimado® -0,43 0,32 0,27
Valor de t -1,62 2,25 1,47
tealc. > tap.” 0,1386 0,051 0,176

"Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente pelo teste t ao
nivel de 5% de significancia.

2CV = desvio padrao relativo.

*Efeito estimado negativo e probabilidade de t inferior a 0,05 indicam sinergismo e efeito
estimado positivo e probabilidade de t inferior a 0,05 indicam antagonismo.

*Nivel minimo de significancia = probabilidade das diferengas observadas serem devido ao
acaso.

O rendimento de graos da soja apresentou valores bastante baixos,
possivelmente em fungdo do estresse hidrico a que esteve submetida a cultura,
principalmente nos estadios vegetativos e inicio do enchimento de graos (Tabela
6.2). Apesar disso, a associagdo dos herbicidas e a aplicagao isolada de
clomazone na dose maior (1.120 g.ha™) n&o diferiram do tratamento capinado,
demonstrando ter proporcionado controle eficiente de BIPDI.

Durante todo o desenvolvimento da cultura nao foram observados sintomas
visuais de dano na mesma, sugerindo que os herbicidas testados e sua as
associacdo nao potencializaram a acado toxica dos produtos, nas doses
estudadas. Salzman & Renner (1992), encontraram sinergismo na associagao
entre metribuzin e clomazone no dano sobre a soja. Combinagdes de metribuzin a
140 e 280 g.ha'1 mais clomazone a 420 e 840 g.ha‘1 provocaram reducido da

massa seca dos ramos de soja, e foram consideradas sinérgicas pelo método de
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Limpel (1964) e o teste DMS modificado desenvolvido por Hamill & Penner
(1973). Embora indesejavel do ponto de vista agrondmico, esses resultados
reforcam a hipotese de sinergismo entre os herbicidas pertencentes aos dois

mecanismos de acao.

6.5. CONCLUSOES

A comprovagao do sinergismo na associagao de metribuzin e clomazone
no controle de Bidens pilosa em convivéncia com a cultura da soja depende da
variavel analisada.

Ha sinergismo na associagdo de metribuzin e clomazone no controle de
Bidens pilosa em convivéncia com a cultura da soja, quando forem consideradas
as variaveis cobertura do solo e controle de Bidens pilosa.

Tomando-se a associagao de metribuzin e clomazone como modelo para o
estudo de sinergismo entre herbicidas inibidores do fluxo de elétrons do
fotossistema Il e da sintese de carotendides, conclui-se haver sinergismo entre

estes mecanismos, nas condicdes verificadas neste trabalho.



7. CAPITULO VI - SELETIVIDADE DA ASSOCIAGAO DE HERBICIDAS
INIBIDORES DO FOTOSSISTEMA Il E DA SINTESE DE
CAROTENOIDES PARA AS CULTURAS DE SOJA E
MILHO

7.1. RESUMO

Associagdes de herbicidas sao mais vantajosas quando os componentes
apresentam acgéao sinérgica no controle das plantas daninhas. Deve ser verificado,
entretanto, se além do aumento de controle, ndo ocorre também reducido na
seletividade dos herbicidas envolvidos as culturas em que sao aplicadas as
associagdes. O objetivo desse trabalho foi o de verificar se a associagao entre
herbicidas inibidores do fotossistema |l e da sintese de carotenoides, com
potencial de sinergismo, mantém a seletividade encontrada nos produtos
isolados. Foram conduzidos dois experimentos, sem infestagdes de plantas
daninhas, com as culturas da soja e milho, na safra agricola 1999/2000. No
ensaio de soja, os tratamentos consistiram de metribuzin, nas doses de 0, 192 e
384 g.ha™"; clomazone, nas doses de 0, 400 e 800 g.ha™"; e tratamentos adicionais
com a associagdo de 192 g.ha'1 de metribuzin e 400 g.ha™ de clomazone e um
tratamento capinado, totalizando sete tratamentos. No milho, os tratamentos
consistiram de atrazine, nas doses de 0, 840 e 1.680 g.ha™'; isoxaflutole, nas
doses de 0, 35 e 70 g.ha™’; e tratamentos com a associacdo de 840 g.ha™' de
atrazine e 35 g.ha™' de isoxaflutole, todos em pré-emergéncia, e um tratamento

capinado. Os resultados de rendimento das duas culturas ndo apresentaram
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diferencas entre os tratamentos herbicidas e as testemunhas capinadas,
demonstrando que a associagao dos herbicidas em questdo, nas doses
empregadas, ndo prejudica a seletividade desses produtos as culturas em que

sdo utilizados.

7.2. INTRODUGAO

O emprego de associagbes de herbicidas representa um avango nas
estratégias de controle as plantas daninhas e despertam particular interesse
quando apresentam sinergismo, pois permitem o uso de doses menores e
controlam plantas daninhas resistentes. O sinergismo, entretanto, pode néo
apenas aumentar o controle de infestantes, mas também aumentar o dano as
culturas, limitando o emprego das associagdes de herbicidas. A associagao de
herbicidas desejavel, portanto, € aquela que potencialize o controle da infestante,
sem afetar a tolerancia da cultura aos herbicidas utilizados (Gressel, 1990).

A seletividade dos herbicidas as culturas depende, basicamente, da
capacidade das espécies tolerantes, culturas ou ervas, de metabolizar os
herbicidas para formas nao téxicas. Também a absor¢do ou translocagao
diferencial, o local de acgao insensivel, ou ainda, a ndo ativagdo do herbicida para
a forma toxica, representam outros meios das plantas sobreviverem a agéo
herbicida (Devine et al., 1993b). Por exemplo, quando a seletividade do herbicida
for devido a sua metabolizagdo e a interagdo sinérgica entre dois ou mais
herbicidas for devido, justamente, a inibicado de sua metabolizagéo, provavelmente
havera reducdo da tolerdncia da cultura aos herbicidas empregados na

associagdo. Quando a seletividade depender dos outros meios citados,
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provavelmente nao havera prejuizos a tolerancia, mesmo com a existéncia de
sinergismo (Simpson & Stoller, 1996).

Associagdes de herbicidas inibidores do fluxo de elétrons no fotossistema Il
(FS Il) e inibidores da sintese de carotendides (ISC) tem apresentado potencial de
sinergismo no controle de girassol e picao-preto (Capitulos | ao IV). Para o uso
adequado desta informacgao, ha a necessidade.de se avaliar a seletividade para
algumas culturas.

Para muitos herbicidas sdo conhecidos os mecanismos de tolerancia,
enquanto que outros, ainda permanecem por serem esclarecidos. Para os
inibidores do FS II, predomina a metabolizagdo, como o conhecido processo de
destoxificagdo do atrazine (Apéndice 11.1.2) pela cultura do milho, por
conjugacgao com glutationa, ou ainda a N-desalquilagcédo catalisada pelo citocromo
P-450 e, também, pela reagdo com o hidroxamato DIMBOA (Apéndice 11.1.2),
nas suas raizes (Gronwald, 1994). J&4 o metribuzin (Apéndice 11.1.2) apresenta
metabolizagcdo por desaminacédo através de redugédo, com posterior conjugagao
com acgucares e/ou homoglutationa. O sinergismo verificado entre metribuzin e o
acido picolinico tert-butilamida (PABA), tem sido explicado pela inibicdo da
metabolizagcdo do primeiro, pela acdo do PABA sobre os niveis de ascorbato, o
agente redutor da primeira reagao de destoxificagao (Devine et al., 1993a).

Os herbicidas inibidores da sintese de carotenodides tem mecanismos
variados de seletividade. Enquanto os inibidores da enzima fitoeno desaturase
(PDS), como o norflurazon (Apéndice 11.1.2), tem sua seletividade baseada na
enzima insensivel das plantas tolerantes, o clomazone (Apéndice 11.1.2) parece
depender da incapacidade de ativagao por parte das plantas tolerantes, ou local

de agao insensivel, restando ainda definigdo mais precisa (Norman et al., 1990;
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Vencill et al., 1990; Liebl & Norman, 1991; Sandmann et al., 1991; Scott et al.,
1994). O herbicida isoxaflutole (Apéndice 11.1.2) é também incluido nesse grupo
de mecanismo de agdo, embora sua agdo seja indireta na sintese de
carotendides, pois inibe a enzima p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD),
responsavel pela formagédo de plastoquinona, que atua como cofator da enzima
PDS (Lee et al., 1997). A base de sua seletividade ainda ndo € completamente
conhecida, atribuindo-se sua rapida metabolizagdo pelo milho, as reag¢des de
hidrolise (Ahrens, 1994).

Realizou-se o presente trabalho visando investigar se o sinergismo
potencial entre as associagbes dos herbicidas pertencentes aos mecanismos de
acao citados, pode comprometer a seletividade exibida pelos mesmos sobre as

culturas da soja e do milho.

7.3. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, a campo, na safra agricola de 1999-
2000, com as culturas de soja e milho, na Estacao Experimental Agronémica da
UFRGS, localizada em Eldorado do Sul, RS. As culturas foram implantadas em
sistema de semeadura direta, em sucessao a aveia-preta, dessecada sete dias
antes da semeadura com glyphosate (Apéndice 11.1.2) a 1.080g.ha™, em solo
areno-argiloso, contendo 2,4% de matéria orgéanica e pH 5,5.

No experimento com soja, a cultivar FT-Abyara foi semeada em 29/12/99,
com espagamento de 45 cm entrelinhas e populagado final média de 420.000
plantas.ha”. Os tratamentos testados foram organizados no delineamento de
blocos casualizados e quatro repeticdes. As unidades experimentais mediram

dois e meio por sete metros. Os tratamentos consistiram de metribuzin nas doses
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de 0, 192 e 384 g.ha”, clomazone nas doses de 0, 400 e 800 g.ha™', com
tratamentos adicionais da associacdo de metribuzin 192 g.ha” com clomazone
400 g.ha™', e um tratamento capinado, totalizando sete tratamentos. A aplicacéo
dos herbicidas foi feita em pré-emergéncia das plantas cultivada e daninha, em
29-12-1999, com pulverizador costal pressurizado a CO,, utilizando-se barra com
quatro bicos de jato plano tipo "leque" 8002 XR, espagados 50 cm, com consumo
de calda equivalente a 200 L ha™. Os tratamentos representados por associagao
dos herbicidas, tiveram os produtos aplicados na forma de mistura em tanque. A
temperatura do ar era de 31° C e a umidade relativa de 60%. O tratamento
capinado consistiu de duas capinas, em 14-01-2000 e em 28-01-2000. Todos os
tratamentos receberam a aplicacdo de sethoxydim (Apéndice 11.1.2) a 200 g.ha™,
para controle das gramineas existentes na area, aos 20 dias apds a emergéncia
da soja.

Os demais tratos culturais exigidos para o desenvolvimento da cultura
estiveram de acordo com as recomendagdes técnicas para a cultura da soja no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (EPAGRI-CPPP, 1999). O rendimento de
soja (GLXMA) foi obtido colhendo-se as duas linhas centrais da parcela, em 21-
05-2000, numa area de 5,4 m? corrigindo-se o peso para umidade de 13% e
expresso em kg.ha™.

No experimento com milho, o hibrido Braskalb SR 212 foi semeado em
02/12/99, com espagamento de 80 cm entrelinhas e populagdo final média de
60.000 plantas ha™. Os tratamentos testados foram organizados em delineamento
de blocos casualizados com cinco repeticbes. As unidades experimentais
mediram 3,2 por 8,0 metros. Os tratamentos consistiram de atrazine, nas doses

de 0, 840 e 1.680 g.ha™; isoxaflutole nas doses de 0, 35 e 70 g.ha™; com
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tratamentos adicionais da associagdo de 840 g.ha™' de atrazine com 35 g.ha™ de
isoxaflutole, e um tratamento capinado, totalizando, também, sete tratamentos. Os
tratamentos com aplicagdo de herbicida foram realizados em pré-emergéncia das
plantas cultivada e daninha em 04-12-1999, utilizando-se pulverizador costal
pressurizado, conforme especificagdes ja descritas, mas com seis bicos na barra.
Os tratamentos representados por associagao dos herbicidas, tiveram os produtos
aplicados na forma de mistura em tanque. No momento da aplicagdo, a
temperatura do ar era de 27° C e a umidade relativa de 60%. O tratamento
capinado consistiu de duas capinas, em 17-12-1999 e em 08-01-2000. Como o
hibrido utilizado é resistente ao sethoxydim (Apéndice 11.1.2), utilizou-se esse
produto, na dose de 200 g.ha™, aos 25 dias apds a emergéncia da cultura, para
controle das gramineas que ocorreram no ensaio.

Os demais tratos culturais seguiram as recomendacgdes existentes no Rio
Grande do Sul para a cultura do milho (FEPAGRO, 1997). A colheita do milho
(ZEAMD) ocorreu em 24-04-2000, corrigido o peso para umidade dos graos de
13% e expresso em kg.ha™.

O rendimento das duas culturas foram submetidos a analise da variancia e

comparagao de médias foi realizada pelo teste Tukey, a 0,05 de probabilidade.

7.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se os resultados obtidos, verifica-se que ndo houve diferenca
significativa entre quaisquer tratamentos herbicidas no rendimento de soja
(Tabela 7.1). Isto significa que nem a associagdo dos herbicidas metribuzin e
clomazone, nem o emprego de doses mais elevadas que as usadas na

associagao, que correspondem as doses recomendadas para a cultura
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(tratamentos metribuzin 384 g.ha”’ e clomazone 800 g.ha™), tiveram impacto
negativo sobre o rendimento. A expressao dos resultados em porcentagem
(relativos ao tratamento sem controle) permite verificar que os tratamentos
produziram rendimentos semelhantes, com a variagao entre eles sendo devido ao
acaso. Esses resultados correspondem as observagbes visuais realizadas na
cultura desde a sua emergéncia, em que nao foram constatados sintomas

aparentes de dano as plantas de soja.

TABELA 7.1. Médias de rendimento de graos de soja (GLXMA) em resposta aos
tratamentos aplicados. EEA UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/00.

Tratamentos Doses Rendimento de graos

GLXMA

-—-g.ha"--- kg.ha™ %
Tratamento capinado - 1.124 &' 887
Tratamento sem herbicida - 1.281 a 100
Metribuzin 192 1.246 a 97
Clomazone 400 1.306 a 102
Metribuzin + clomazone 192 + 400 1.198 a 94
Metribuzin 384 1.259 a 98
Clomazone 800 1.215 a 95
CV (%)’ 22

'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey ao nivel de
5% de significancia.

2 Expresso em relagao ao tratamento sem herbicida.

*CV = desvio padrao relativo.

Em trabalho em que foi utilizada a associacédo de metribuzin e clomazone
sobre soja, em pré-emergéncia, em doses de 200 g.ha™ de metribuzin combinada
com 280, 560 e 1.100 g.ha™, ndo foram encontrados danos de dano a soja, com
efeito sinérgico no controle de varias ervas (Westberg et al., 1989). Em outro
experimento, entretanto, os mesmos autores verificaram niveis de 40% de dano
na soja, nas doses de 560 g.ha” de metribuzin com 1.100 g.ha™ de clomazone,
embora sem reflexo no rendimento. Atribuiram o dano ao metribuzin e ao excesso
de precipitacéo ocorrida, que colocou grande quantidade desse herbicida junto as

raizes. Combinacdes de metribuzin a 0, 140, 280 e 560 g.ha™' e clomazone a 0,
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420, 840 e 1.680 g.ha™', em condicdes de casa-de-vegetacdo injuriaram plantas
de soja. Mas o dano observada na associagdo nunca foi superior aquela
encontrada nos tratamentos isolados e foram correlacionadas ao teor de matéria
organica dos solos utilizados (Salzman & Renner, 1992; Scott & Weston, 1992).
No experimento com milho também nado foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos, no rendimento de grdos da cultura (Tabela
7.2). Nem as doses recomendadas dos produtos para a cultura (tratamentos
metribuzin 384 g.ha™ e clomazone 800 g.ha™), nem a associagdo entre eles, com
a metade destas doses, provocou redugcdo no rendimento de graos da cultura. A
expressao dos resultados em porcentagem confirma a pequena variagao entre os
rendimentos, ficando restrita aos niveis da variacdo devido ao acaso. Também
nao foram constatados sintomas visiveis de dano a cultura ao longo do

desenvolvimento da mesma.

TABELA 7.2. Médias de rendimento de graos de milho (ZEAMD) em resposta aos
tratamentos aplicados. EEA UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 1999/00.

Tratamentos Doses Rendimento de graos

(g-ha™) ZEAMD

----- kg.ha---- e/ SR

Tratamento capinado 8940 a' 115 2
Tratamento sem herbicida 0+0 7.806 a 100
Atrazine 840 8.910 a 114
Isoxaflutole 35 8.912 a 114
Atrazine + isoxaflutole 840 + 35 9.207 a 118
Atrazine 1680 8.085 a 104
Isoxaflutole 70 8.691 a 111
CV (%)’ 18

'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey ao nivel de
5% de significancia.

2 Expresso em relagao ao tratamento sem herbicida.

*CV = desvio padrao relativo.

Em trabalho semelhante, utilizando atrazine nas doses de 1.120 e 1.680

-1

g.ha?, em associacdo com isoxaflutole a 105 g.ha™', também ndo foram

encontrados sintomas de dano as plantas de milho (Young et al., 1999).
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Ja em outro trabalho (Sprague et al., 1999), foi observado dano a cultura
de milho pelo uso da associagdo dos mesmos herbicidas. Os autores atribuiram o
dano mais as condigbes de solo e precipitagdo pluviométrica, do que
propriamente a associagao dos herbicidas. Esses autores verificaram a presenca
de dano em apenas um local e, em outro ndo, ao que atribuiram diferengcas nas
condigdes do solo presente. Também o efeito diverso nos trés anos estudados, foi
atribuido as diferentes condi¢cdes de precipitagdo que, quando mais intensa, mais
dano provocou. Os resultados de rendimento obtidos refletiram os niveis de dano
observados, com rendimentos sempre superiores nos locais onde nao foram
constatados sintomas de dano (Sprague et al., 1999).

O comportamento das associagdes apresentado nesses trabalhos parece
permitir a ndo associagdo da acdo sinérgica per si, com o maior dano do
isoxaflutole quando em associagéo, como no caso do trabalho de Sprague et al.
(1999). Se o isoxaflutole estivesse inibindo algum ou todos os mecanismos
citados de destoxificacdo do atrazine pelo milho, certamente o dano da
associagao seria superior a encontrada para os herbicidas com outro mecanismo
de acgao, o que nao foi o caso. Por outro lado, atrazine poderia inibir a tolerancia
do milho ao isoxaflutole. Como, ainda naquele mesmo trabalho, as diferengas de
dano entre o tratamento isolado e em associacdo foram pequenas e houve
auséncia de dano em um dos locais estudados, possivelmente o atrazine n&o
tenha influéncia direta sobre o mecanismo de tolerancia do milho ao isoxaflutole
(Sprague et al., 1999).

As associacdes entre inibidores do FS Il e da sintese de carotendides

demonstraram nao ser inibidoras dos processos de tolerancia das culturas da soja
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e milho aos herbicidas utilizados nesse trabalho, pertencentes a esses

mecanismos de acao.

6.5. CONCLUSOES

A associagao dos herbicidas metribuzin e clomazone, nas doses de 192 e
400 g.ha™", respectivamente, é seletiva a cultivar de soja Ft-Abyara.
A associagao dos herbicidas atrazine e isoxaflutole, nas doses de 840 e 35

g.ha'1, é seletiva ao hibrido de milho Braskalb SR 212.



8. DISCUSSAO GERAL

O conjunto dos resultados apresentados e discutidos nos seis capitulos
trouxeram um grande numero de respostas e algumas novas perguntas sobre a
questdo geral alvo desta tese: a existéncia de sinergismo na associagao de
herbicidas inibidores do fluxo de elétrons do fotossistema Il e herbicidas inibidores
da sintese de carotendides. Cada capitulo procurou tratar de um objetivo
especifico, visando que a sua analise conjunta atenda o objetivo geral
estabelecido. E preciso, entretanto, situar os resultados em um contexto tedrico
que abranja a questao fisiologica e metodolégica do sinergismo. Para tanto, a
presente discussao geral abordara este contexto dividindo-o em cinco sessdes,
dentro das quais serao cotejadas as expectativas decorrentes do exame tedrico

da questao, com os resultados obtidos nos diversos experimentos conduzidos.

8.1. INTRODUGAO

O emprego do controle quimico no manejo das plantas daninhas trouxe
grande versatilidade, reducado de custos, aumento da eficiéncia e tem provocado
grandes mudangas na forma de praticar agricultura. Nos tempos atuais, a maioria
dos herbicidas sé&o aplicados em associagao e ha expectativa de aumento de sua
utilizacdo. Nas associacbes de herbicidas, podem ocorrer interagbes na calda

herbicida, na superficie das plantas, no solo, nos tecidos envolvidos na absorg¢ao



109

e translocagcdo e no local de agdo dentro da célula (Green & Bailey, 1987;
Zimdahl, 1999).

Quando os herbicidas associados exibem sinergismo, as diversas
vantagens ja mencionadas na Introducdo Geral, sdo acrescidas pela maior
eficiéncia de controle e reducédo de dose em relacado a associacao aditiva, com as
consequentes reducdes de custo, menor poluicdo ambiental e menor chance de
surgimento de resisténcia (Hatzios & Penner, 1985; Green & Bailey, 1987;

Gressel, 1990; Streibig & Kudsk, 1993).

8.2. SINERGISMOS DOCUMENTADOS NA LITERATURA

Varios estudos tem sido conduzidos a fim de realizar um levantamento dos
tipos de interacdo decorrentes da associacdo de herbicidas. Hatzios & Penner
(1985) revisaram 267 exemplos de interacbes entre herbicidas relatadas até
aquele momento. Varios outros trabalhos tem sido conduzidos desde entédo, no
sentido de documentar os casos estudados e as chances de obtengdo de um ou
outro tipo de interagao (Zhang et al., 1995).

O primeiro caso de sinergismo relatado foi com herbicidas hormonais. Os
herbicidas 2,4-D ou 2,4-DB tem sido considerados sinérgicos em associagao com
atrazine sobre Cyperus esculentus, com chlorpropham sobre gramineas, com
picloram sobre Convolvulus arvensis, e outros. Um herbicida capaz de apresentar
grande sinergismo é o Mefluidide. Associado com herbicidas como bentazon,
acifluorfen, chlorsulfuron e sulfometuron sobre diversas ervas, apresenta efeito
sinérgico bastante evidente. Mas nem sempre é sinergismo o resultado da

associacdo. Varios casos em que apenas aditividade € constatada tem sido
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relatados e, também, inumeros casos de antagonismo (Green & Bailey, 1987;
Green, 1989).

Objetivando ilustrar os varios trabalhos que revisaram os tipos de interagao
decorrentes das associagdes de herbicidas, associando-os com 0s mecanismos
de acéo, reuniu-se os resultados de Hatzios & Penner (1985) e Zhang et al.
(1995) na Figura 8.1. Observa-se que tanto os casos de sinergismo como de
antagonismo sao distribuidos por todos mecanismos de agdo, ndao havendo
predominancia de um ou outro tipo de interagdo para dois mecanismos

especificos (Hatzios & Penner, 1985; Zhang et al.,1995).

8.3. METODOS EMPREGADOS NO ESTUDO DO SINERGISMO

Numerosas definicbes matematicas tem sido propostas para a
quantificacédo do desempenho das associagdes, a fim de demonstrar sinergismo.
Até o momento ainda n&o existe consenso sobre como determinar qual a resposta
bioldgica que deve ser esperada quando dois ou mais herbicidas sao aplicados de
forma associada. O método mais antigo, mais utilizado e o mais simples, é
derivado da entomologia (formula de Abbott) e conhecido por método de Colby,
neste trabalho tratado por método de Limpel. Este método é vantajoso pelo
reduzido numero de tratamentos necessarios para demonstrar sinergismo, mas
restringe as conclusdes as doses estudadas (Green & Bailey, 1987; Gressel et al.,
1993).

Mais recentemente tem sido empregado o método do isobolograma.
Derivado da area da farmacologia, vale-se de curvas de resposta as doses para
definicao dos Iso que irdo formar o isobolograma. Tem a vantagem de demonstrar

sinergismo ndo como efeito de doses, mas da agado conjunta dos produtos
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associados, em uma ampla faixa de doses. Mas requer um grande numero de
tratamentos, o que torna mais dificil sua aplicabilidade, principalmente a campo

(Green & Bailey, 1987; Streibig et al., 1993; Gessner, 1995).
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FIGURA 8.1. Relacdo entre os mecanismos de agao dos herbicidas e os casos
constatados de sinergismo e antagonismo. S: sinergismo; A:
antagonismo; -: associagao nao pertinente; *: associacéo formulada
a venda no Brasil; fundo cinza: mecanismo da interagao conhecido;
demais abreviaturas no Apéndice 11.2. (Adaptado de Hatzios &
Penner, 1985 e Zhang et al., 1995).

8.4. MODELO PARA DEMONSTRAGAO DE SINERGISMO

Diante das varias formas de demonstracdo de sinergismo existentes e
empregadas, fica evidente a necessidade de desenvolver-se um modelo que

contemple a abordagem do problema em todos seus aspectos. A manifestagcao do
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sinergismo deve iniciar ao nivel bioquimico, expandindo-se para o nivel celular,
para o nivel do individuo e para o nivel de comunidade, do ponto de vista da erva
e da cultura. Tudo isto sustentado por um tratamento matematico/estatistico
capaz de demonstrar inequivocamente o tipo de interagao existente.

Por isso, buscou-se no presente trabalho, contemplar todos os niveis
mencionados.

No nivel bioquimico, buscou-se a comprovagéo de sinergismo através da
determinacdo dos niveis de malondialdeido e do extravasamento eletrolitico do
conteudo celular. Enquanto o malondialdeido estima a agao dos herbicidas pelo
estresse oxidativo, ja que é o metabdlito final deste processo, o extravasamento
eletrolitico estima a consequéncia do estresse, ou seja, a ruptura das membranas
das organelas e das células.

Pela estimativa do estresse oxidativo com a determinagao dos niveis de
malondialdeido, concluiu-se que houve sinergismo na associagdo dos herbicidas
escolhidos como representantes dos dois mecanismos de agao: o metribuzin
representando os inibidores do fluxo de elétrons no fotossistema Il; e o clomazone
representando os inibidores da sintese de carotendides (Figura 2.1).

Da mesma forma, o extravasamento eletrolitico demonstrou que a
associagao dos herbicidas metribuzin e clomazone produziu estresse oxidativo
bem superior ao dos herbicidas aplicados isoladamente (Figura 2.4). Estes
resultados, embora restritos as doses estudadas, demonstram ao nivel
bioquimico, a existéncia de sinergismo.

Ao nivel celular, a analise das eletromicrografias, através da quantificagao

de diferentes variaveis também produziu os mesmos resultados (Figuras 3.1, 3.2
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e 3.3), evidenciando sinergismo ao nivel celular, ou ultra-estrutural, ao nivel do
cloroplasto.

Estas conclusbes, entretanto devem restringir-se as doses que foram
estudadas, ja que o método empregado foi o de Limpel et al. (1962).

Para demonstrar a existéncia de sinergismo ao nivel de individuo e em
complemento a metodologia de Limpel et al. (1962), foi aplicada a metodologia de
curvas de resposta as doses sobre variaveis obtidas de plantas de girassol. Os
resultados indicam sinergismo em pelo menos trés das quatro associagdes para
as quais estimou-se o efeito, com probabilidades superiores a 0,64, considerando-
se a variavel massa seca (Figura 4.8).

A demonstragdo de sinergismo ao nivel de comunidade contou com a
énfase nas relagdes de interferéncia entre soja e girassol, com o girassol
simulando a planta daninha, com énfase na planta daninha Bidens pilosa e com
énfase na cultura. No primeiro caso, as condigdes experimentais ndo permitiram a
comprovagao de sinergismo. No segundo caso, houve comprovagao através, das
variaveis cobertura vegetal e percentual de controle. E no terceiro caso, houve a
demonstracdo de que a possivel agao sinérgica da associagdo nao afetou a

seletividade dos produtos a cultura.

8.5 CONSIDERAGOES FINAIS

A revisao de literatura disponivel sobre associagdes de herbicidas, com
particular interesse em sinergismo, demonstra que a sua comprovacgao é tarefa
dificil, complexa e varios equivocos tem sido praticados. Este trabalho confirma
esta dificuldade e indica que, mesmo abordando-se a analise em varios niveis, a

comprovacao persiste sendo sujeita a incertezas. O modelo de estudo
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desenvolvido é inédito na area de plantas daninhas e, com aperfeicoamentos,

pode conduzir a um modelo util e aplicavel.



9. CONCLUSOES GERAIS

A comprovagdo a campo de interagdo sinérgica mostra-se bastante
complexa e depende dos herbicidas envolvidos, suas doses e persisténcia, as
espécies de plantas daninhas alvo e a propria metodologia de avaliagao.

A existéncia de sinergismo entre os herbicidas inibidores do fluxo de
elétrons do fotossistema Il e da sintese de carotendides depende das doses que
sao aplicados os herbicidas.

As evidéncias de sinergismo ao nivel bioquimico e celular na associagao
dos herbicidas metribuzin e clomazone sdo intensas e se manifestam com
razoavel probabilidade ao nivel de individuo.

Ao nivel de comunidade, as evidéncias de sinergismo entre os herbicidas
metribuzin e clomazone limitam-se a varidveis menos objetivas, pela grande
variabilidade experimental ocorrida em condicdes de lavoura.

A interagdo existente entre herbicidas como metribuzin e clomazone e
atrazine e isoxaflutole ndo compromete a seletividade destes herbicidas as

culturas em que s&do empregados.
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11. APENDICES

APENDICE 11.1. GLOSSARIO

11.1.1. Glossario Geral

Aducto: composto formado pela adicdo de uma ou mais moléculas a outra.
Envelope: membranas externa e interna que revestem o cloroplasto.
Plastoglébulos: glébulos com lipidios que acumulam-se nos cloroplastos.

Coeficiente de extingdo molar: quantidade de luz perdida por dispersédo ou
absorgdo, por unidade de distancia (Lei Beer-Lambert: A = ¢C{, onde A =
absorbancia (em unidades OD); € = coeficiente de extingdo molar (M) em M-1 cm-
1; C = concentragao (M); £ = distancia percorrida, tipicamente 1 cm.

11.1.2. Glossario de nomes quimicos
Acifluorfen: {acido 5-[2-cloro-4-(trifluorometil)fendxi]2-nitrobenzdico} e bentazon
[3-(1-metiletil)-(1H)-2,1,3-benzotiadiazina-4(3H)-ona 2,2-dioxido].

Assist: 6leo mineral parafinico. Lote 043/01/25.000. Fabricagcdo junho 2001.
Validade junho 2006.

Atrazine: (6-cloro-N-etil-N'-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina).

Clomazone: (2-[(2-clorofenil)metil]-4,4-dimetil-3-isoxazolidinona); peso molecular =
239,7 g; 2,09 mdis L (=molar (M)) no produto comercial “Gamit 500 CE”. Lote
005/99/5.800. Fabricacao fevereiro 1999. Validade fevereiro 2002.

DIMBOA: (2,4-dihidréxi-7-metoxi-1,4(2H)-benzoxazin-3(4H)-ona).
Glyphosate (N-(fosfonometil) glicina).
Isoxaflutole: (5-ciclopropil-4-(2-metilsulfonil-4-trifluorometil-benzoil)isoxazole).

Metribuzin:  (4-amino-6-(1,1-dimetiletil)-3-metiltio-1,2,4-triazin-5(4H)-ona); peso
molecular = 214,3 g; 2,24 méis L™ (=molar (M)) no produto comercial “Sencor
480”. Lote 004/1997/2.808. Fabricagao outubro 1997. Validade outubro 1999. Lote
001/99. Fabricagao janeiro 1999. Validade dezembro 2002.

NTBC: 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)-ciclohexano-1,3-dione.
Norflurazon: (4-cloro-5-(metilamino)-2-(3-(trifluorometil)fenil)-3-(2H)-piridazinona).
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Sethoxydim: (2-[-(etoxiimina)butil]-5-{2-(etiltio)propil]-3-hidroxi-2-ciclohexeno-1-
ona).

TCA: acido tricloro acético

APENDICE 11.2. ABREVIATURAS

MM: micromolar.

0;": superoxido.

'0,: oxigénio singleto

3Chl: clorofila tripleto.

ACC: inibidores de ACCase (Acetil CoA carboxilase).
ALS: inibidores de ALS (Aceto Lactato Sintase).
AUX: mimetizadores de auxina.

BEN: Bentazon.

BIDPI: Bidens pilosa.

CAR: inibidores da sintese de carotendides.
cm: centimetro.

COg: gas carbobnico.

D1: proteina D+.

D,: proteina D».

DAA: dias apés aplicagao.

dm: decimetro.

EEA: Estacdo Agronémica da UFRGS.

EPSPS: inibidores de EPSPS (Enol Piruvil Shiquimato Fosfato Sintase).
FOL.: inibidores do crescimento da parte aérea.
FS I fotossistema |.

FS I: inibidores do FS I.

FS Il: fotossistema Il.

FS Il: inibidores do FS II.

g: grama.

GLXMA: Glycine max.

GS: inibidores de GS (Glutamina sintetase).
H20,: peroxido de hidrogénio.

HPPD: 4-hidrdxi fenil piruvato dioxigenase.

Iso: dose necessaria para provocar 50% de inibicdo do desenvolvimento.
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lcomb.: iNdice de combinacao.

kg: kilograma.

MDA: malondialdeido.

MIT: inibidores da mitose.

mM: milimolar.

MS: massa seca.

MV: massa verde.

NADP™: nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato.
nM: nanomolar.

°C: graus Celsius.

OH*: radical hidroxila.

Psso: pigmento do fotossistema Il com absorgao de luz a 680 nm.
PDS: fitoeno desaturase.

PET: polietileno tereftalato.

PQ: plastoquinona.

PQHo: plastohidroquinona.

PROT: inibidores de PROTOX (Protoporfirinogénio Oxigenase).
Qa: quinona A.

Qsg: quinona B.

R*: radical livre.

TBA: acido tiobarbiturico.

UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
ZEAMD: Zea mays.
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APENDICE 11.3. Absorbancia a 532 e 600 nm (médias de quatro repeticdes) de
amostras com e sem TBA de folhas de girassol, em resposta a
aplicagao dos herbicidas metribuzin e clomazone isolados e em
associacao. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Tratamentos Com TBA Sem TBA

532 nm 600 nm 532 nm 600 nm
Tratamento sem herbicida 0,045 0,015 0,002 0,001
Metribuzin 0,28 uM 0,036 0,009 0,003 0,002
Clomazone 80 uM 0,130 0,100 0,154 0,155

Metribuzin + clomazone 0,110 0,022 0,310 0,304
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APENDICE 11.4. Rotina de analise da variancia proposta por Flint et al., 1988,
para o aplicativo computacional SAS®, concebida para conferir
tratamento estatistico a formula de Limpel (Limpel et al., 1964),
modificada por Colby (Colby, 1967). O exemplo abaixo prevé a
utilizagdo de dois herbicidas, aplicados isolados e em
associacdo, com uma dose para cada herbicida, pré-
determinada para produzir 50% do efeito maximo, e trés
variaveis resposta para analise.

“data;
infile 'c:\arquivo.prn’;
input A B rep mdaeqC,;
array xa(i) at;
array xb(j) b1;
array xab(k) ab11;
k=0;
do i=1 to 1; xa=(a=i);
do j=1 to 1; xb=(b=j);
do j=1 to 1; xb=(b=j);
k=k+1;
xab=xa*xb;
end;
end;
end;
array xr(m) r1-r3;
do m=1 to 3;
xr=(rep=m)-(rep=4);
end;
proc print;
proc gim;
model mdaeqC =r1-r3 a1 b1 ab11;

Rl

run,
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APENDICE 11.5. Resultado da andlise da variavel eq. MDA C, rodada no
aplicativo computacional SAS®, segundo Flint et al., 1988.

Obs A B rep mdaeqC i al j
100 1 13.423 2 0 3
200 2 8.462 2 0 3
300 3 12.692 2 0 3
400 4 10.385 2 0 3
510 1 11.923 2 1 3
610 2 10.000 2 1 3
710 3 8.077 2 1 3
810 4 9.615 2 1 3
901 1 11.154 2 0 3

1001 2 10.385 2 0 3
1101 3 13.846 2 0 3
1201 4 11.923 2 0 3
1311 1 32.692 2 1 3
1411 2 31.923 2 13
1511 3 35.0002 1 3
16 11 4 26.154 2 1 3
The SAS Sys
Dependent Variable: mdaeqC
Source
Model
Error
Corrected Total
R-Square
0.965504
Source
rl
r2
r3
al
bl
abll
Source
rl
r2
r3
al
bl
abll
Parameter
Intercept 11
rl 1.
r2 -0.
r3 1.
al -1.
bl 0.

The SAS System 22:18
bl k abll m rl r2 r3
01 0 4 1 0 O
01 0 4 0 1 O
01 0 4 0 0 1
01 0 4 -1 -1 -1
01 0 4 1 0 O
01 0 4 0 1 O
01 0 4 0 0 1
01 0 4 -1 -1 -1
11 0 4 1 0 O
11 0 4 0 1 O
11 0 4 0 0 1
11 0 4 -1 -1 -1
11 1 4 1 0 O
11 1 4 0 1 O
11 1 4 0 0 1
11 1 4 -1 -1 -1
tem 22:18 Saturd
The GLM Procedure
Sum of
DF Squares
6 1288.434489
9 46.034169
15 1334.468658
Coeff Var Root M
14.04436 2.2616
DF Type I SS
1 15.4429031
1 1.3675600
1 9.0185341
1 334.1035623
1 489.5156250
1 438.9863040
DF Type III SS
1 7.6113541
1 4.4250307
1 9.0185341
1 3.5738011
1 0.6879645
1 438.9863040
Standard
Estimate Error
.24050000 1.13080808
19462500 0.97930853
91087500 0.97930853
30037500 0.97930853
33675000 1.59920413
58650000 1.59920413
95200000 2.26161617

abll 20.

Saturday, mars 17, 2001
ay, mars 17, 2001 5
Mean Square F Value
214.739081 41.98
5.114908
SE z Mean
16 16.10338
Mean Square F Value
15.4429031 3.02
1.3675600 0.27
9.0185341 1.76
334.1035623 65.32
489.5156250 95.70
438.9863040 85.82
Mean Square F Value
7.6113541 1.49
4.4250307 0.87
9.0185341 1.76
3.5738011 0.70
0.6879645 0.13
438.9863040 85.82
t Value Pr > |t
9.94 <.0001
1.22 0.2535
-0.93 0.3766
1.33 0.2169
-0.84 0.4249
0.37 0.7223
9.26 <.0001

1

Pr > F

<.0001

Pr > F

L1163
.6176
.2169
.0001
.0001
.0001

AN AN N O OO

Pr > F

.2535
.3766
.2169
.4249
L7223
.0001

N OO O oo
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APENDICE 11.6. Resumo da andlise da variancia dos resultados dos
experimentos de curva de resposta as doses para metribuzin
e clomazone, aplicados sobre discos foliares de girassol,
onde mediu-se o0 extravasamento eletrolitico, através da
condutividade eletrolitica (umho.cm™). UFRGS, Porto Alegre,

RS, 2001.

D F calculado
Causas da variagao GL' Metribuzin Clomazone
Dose 6 175 318
Residuo 14 -- --
QM do erro 917 795
Probabilidade < 0,001 < 0,001
CV (%)? 3,4 3,2

'GL= graus de liberdade; SQ= soma de quadrados; QM= quadrado médio; F= estatistica F.
2 Desvio padrao relativo.
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APENDICE 11.7. Rotina de andlise da variancia e regressdo ndo linear do
aplicativo computacional SAS®, aplicada sobre resultados de
grupos de tratamentos concebidos para formacado de curvas
de resposta as doses de metribuzin e clomazone aplicados
isolados e em associagdo, segundo Seefeldt et al. (1995).
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

data rnlin;
infile 'c:\dados.prn’;
input dose bmy;
if dose>0 then logdose=log(dose);
else logdose=log(70/2);
run;
proc print data=rnlin;
proc plot data=rnlin;
plot bmv*logdose;
run;
proc glm data=rnlin;
class dose;
model bmv=dose / ss1 ss2 solution;
run;
proc nlin data=rnlin;
parameters
d=40
c=13
i50=280
b=2

i’f dose=0 then predict=d;
else predict=c+(d-c)/(1+exp(b*(logdose-log(i50))));

model bmv=predict;
run;
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APENDICE 11.8. Resultado da aplicacdo do teste da falta de ajuste sobre as
curvas de resposta as doses de metribuzin e clomazone
aplicados sobre girassol cultivado em solugdo nutritiva. Ajuste
pelo modelo log-logistico. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Curvas MV MS Dano
F P F P F P
metribuzin 0,54 0,59 0,33 0,72 2,7 0,09
metribuzin + 40 yM clomazone 0,94 0,41 0,75 0,49 0,69 0,51
metribuzin + 80 uM clomazone 0,02 0,98 0,04 0,96 0,93 0,41
clomazone 0,77 0,48 1,95 0,17 0,42 0,67
clomazone + 70 nM metribuzin 0,34 0,72 0,01 0,99 0,09 0,91

clomazone + 140 nM metribuzin 0,93 0,41 0,35 0,71 0,21 0,82

* F= estatistica F; P = probabilidade: P>0,05: falta de ajuste nao significativa; MV = massa verde;
MS = massa seca.
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APENDICE 11.9. Resumo da andlise da variancia e do teste de comparacdo de
médias da massa verde e massa seca de soja e girassol, em
resposta a diferentes arranjos de plantas e a aplicagdo dos
herbicidas metribuzin e clomazone, isolados e em associacao.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2001.

Fatores MV MS
F P F P

Arranjos de plantas (A) 31,9 <0,001 6,2 <0,001
Tratamentos herbicidas (B) 23,6 <0,001 9,6 <0,001
Interacdo A*B 2,8 0,002 3,9 <0,001
R? 0,79 0,62
CV (%) 39,6 35,4
AMS 2 médias 1,83 0,78
AMS 3 médias 1,93 0,82
AMS 4 médias 2,00 0,85
AMS 5 médias 2,04 0,87
AMS 6 médias 2,08 0,89

* F= estatistica F; P = probabilidade: MV = biomassa verde; MS = biomassa seca; R? = coeficiente
de determinagdo; CV = desvio padrao relativo; AMS = amplitude minima significativa pelo teste
Duncan (P<0,05).
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