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Resumo - dois experimentos em casa de vegetacdo foram conduzidos com o objetivo de
determinar se a absor¢do diferencial de herbicidas inibidores da enzima PROTOX em
diferentes estruturas das plantas de E. heterophylla (EPHHL) é a causa provavel da
resisténcia a herbicidas inibidores da enzima PROTOX. Em casa de vegetagdo, as plantas
de EPHHL dos bidtipos suscetivel (S) e resistente (R) ainibidores da enzima PROTOX (R),
foram aspergidas com diferentes doses do herbicida fomesafen em pré e pés-emergéncia.
Curvas de dose resposta foram gjustadas, utilizando o modelo logistico. A injdria foi maior
para o bi6tipo S em todas as avaliagBes visuas, tanto em pré-emergéncia quanto em pés-
emergéncia, no entanto as diferencas de injaria entre os dois bidtipos foi superior na
aplicacdo de fomesafen em pds-emergéncia, em relacdo a aplicagdo em pré. Para a variavel
matéria verde (MV), os bi6tipos ndo diferiram entre s na aplicagdo em pré-emergéncia, no
entanto, na aplicacdo em pos-emergéncia, houve reducdo de 51% da matéria verde para o
bi6tipo S e de apenas 22% no bidtipo R ainibidores da enzima PROTOX. Os resultados de
injaria e MV confirmam a suspeita de que a menor absor¢do do herbicida fomesafen pelo
biétipo de EPPHL R a inibidores da enzima PROTOX possa ser a provavel causa para a
resisténcia

Palavras-Chave: leiteira, fomesafen, mecanismo de resisténcia.

DIFFERENTIAL ABSORPTION OF INHIBITING HERBICIDES OF THE
PROTOPORPHYRINOGEN OXYDASE ENZYME ASPROBABLE CAUSE
OF RESISTANCE IN Euphorbia heterophyllaL. BIOTYPES

Abstract- two experiments were developed under greenhouse with the objetive to
determine if the differential absorption of inhibiting herbicides of the PROTOX enzyme in
different structures of plants of Euphorbya heterophylla (EPHHL) is the probable cause of
resistance to the inhibiting herbicides of PROTOX enzyme. In greenhouse the plants of
susceptible (S) and resistant (R) biotypes of EPHHL resistant to PROTOX enzyme, were
sprayed using different levels of fomesafen for the treatments in pre and post-emergency.
Dose-response relationship were adjusted using logistic models. In greenhouse the injury
was bigger for S biotype in al visua evaluations, both in pre and post-emergency, but the
differences of injury between S and R were superior in post-emergency than in pre-
emegency treatments. Green matter (GM) of EPHHL biotypes didn t differe at pre-
emergency applications, but at post-emergency treatments the GM of S biotype did reduce
51% while the GM of R biotype did reduce 22% in relation to the test without fomesafen.
The results of injury and GM confirm that the lesser absorption of the herbicida fomesafen
in R biotype could be the probable cause for the resistance to the PROTOX enzyme
inhibitors.
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1. INTRODUCAO normamente seria letal a uma populagdo normal

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é a (susceqvel) damesmaespeug. . .
capacidade inerente e herdavel de alguns bidtipos, dentro O surgimento de plantas daninhas resistentes, no Brasil,
de uma determinada populacip, de sobreviver e se €M como causa mais provavel o uso repetido de

reproduzir apés a exposicao & dose de um herbicida, que  herbicidas. A resisténcia aos herbicidas assume maior
importancia a partir do momento em que o nimero de
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ingredientes ativos disponiveis no mercado para controle
de determinadas espécies € bastante restrito. Os bi6tipos
resistentes ndo respondem mais a aplicagdes de produtos
a0s quais adquiriram resisténcia, muitas vezes mesmo
quando estes sdo usados em altas doses.

O aparecimento de plantas daninhas resistentes aos
herbicidas é recente, apesar dos herbicidas serem usados
ha mais de 40 anos. Os registros apontam atualmente a
existéncia de 315 hidtipos resistentes em 280.000 locais
do mundo, distribuidos entre 183 espécies (110
dicotiledéneas e 73 monocotiledéneas) (Heap, 2007).

Recentemente, em 2004, em &reas cultivadas com soja
localizadas na regido Sudoeste do Parana, foram
identificados dois hidtipos de EPHHL que néo
respondiam a aplicacdo das doses recomendadas dos
herbicidas imazethapyr (inibidor da ALS) e fomesafen
(inibidor da enzima PROTOX) para o controle dessa
espécie (Trezzi et al., 2005). Nestes casos, observou-se
gue os inibidores da enzima PROTOX aplicados em pré-
emergéncia das plantas apresentaram bom controle,
enguanto os inibidores da PROTOX aplicados em pos-
emergéncia ndo controlaram as plantas de EPHHL (Trezzi
et a., 2005).

Varios s8o os fatores que conferem resisténcia as plantas
daninhas, podendo ser eles fatores genéticos, fatores
bioecolégicos e fatores agronémicos. Dentre esses
fatores, os que dizem respeito aos fatores agronémicos,
estdo ligados a0 uso repetitivo de herbicidas com o
mesmo mecanismo de acdo. Neste caso, aresisténcia pode
ser induzida a mecanismos relacionados a absorcao,
transl ocagdo e metabolizaggo.

A base da seletividade de herbicidas inibidores da enzima
PROTOX em espécies tolerantes pode ser atribuida a
absorcdo e trandocacdo minimas de herbicida, sequestro
de herbicida, ou concentragdo aumentada da enzima
PROTOX mitocondria que serve como um redutor para o
excesso de protoporfirinogen no citoplasma (Higgins et
a., 1988; Matsumoto et a., 1999; Warabi et al., 2001).
Herbicidas inibidores da protoporfirinogen oxidase
(enzima PROTOX) tem um longo percurso de absorcéo
entre diferentes espécies de plantas, mas a translocagéo
geramente é limitada (Higgins et al., 1998; Ritter and
Coble, 1981; Unland et al., 1999; Vanstone and Stobbe,
1978). Contudo, pequenas diferencas na absor¢cdo e
trandocacdo poderdo ocorrer entre plantas, podendo
explicar as diferencas de tolerdncia aos herbicidas
inibidores da enzima PROTOX (Ritter & Cable, 1981). A
maior tolerdncia de soja ao herbicida difeniléter
acifluorfen foi devida & menor rapidez de absorcéo,
translocagcdo e metabolizacdo dos herbicidas (Ritter &
Coble, 1981).

Sugere-se que a absorc¢éo diferencial sejaa provével causa
para a inducdo da resisténcia em EPHHL. Considerando-
se isso, 0 objetivo desse trabaho foi determinar se a
absorcdo diferencial de inibidor da enzima PROTOX em
diferentes estruturas das plantas de E. heterophyllaL. é a
causa provavel da resisténcia a herbicidas inibidores da
enzima PROTOX;
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2. MATERIAL E METODOS

Os dois experimentos foram desenvolvidos em casa de
vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado,
arranjado em um fatorial 2x7, com quatro repeticoes.

Os experimentos foram implantados em 20 de dezembro
de 2006. No primeiro experimento, o herbicida fomesafen
foi aplicado em pré emergéncia. O primeiro fator foi
constituido pelos bidtipos de EPHHL utilizados R e S
(Resistente e Suscetivel); e o segundo fator os niveis de
fomesafen (0, 120, 240, 480, 960, 1920 e 3840 g ha-1).
No segundo experimento, o herbicida foi aplicado em pos
emergéncia. O primeiro fator foram os bidtipos de
EPHHL utilizados (R e S) e o segundo fator os niveis de
fomesafen (0, 50, 100, 200, 400, 800 e 1600 g ha-1).

A coleta de solo para os experimentos foi reaizada na
area experimental da UTFPR, localizada a 3 Km de
disténcia do Campus Sudoeste. Apéds a coleta, 0 solo foi
homogeneizado, peneirado com peneira de malha 3 mm,
de forma a se obter quantidade suficiente para realizagdo
do experimento. O solo foi depositado em vasos com
capacidade para 1000 cm3, e a aspersdo dos herbicidas
feita com pulverizador manual pressurizado a CO2, tendo
a barra de aspersdo trés hicos do tipo leque com vazéo de
200 L ha-1.

Nestes experimentos, foram depositadas 15 sementes em
cada vaso. No experimento em poOs-emergéncia, a
populacdo emergida foi desbastada para cinco plantas por
vaso. No experimento em pré-emergéncia, os herbicidas
foram aspergidos logo ap6s a semeadura sobre o solo. No
experimento em pés-emergéncia, aspergiu-se fomesafem
no momento em que as plantas de EPHHL estavam no
estadio denominado estrelinha (2 folhas cotiledonares e
2 folhas verdadeiras).

Para esses experimentos, foram determinados: os niveis
de injdria as plantas de EPHHL aos 14 e 21 dias apés a
aplicacdo do herbicida (DAA), através da utilizagdo de
escala percentual, em que 0% representa auséncia de
sintomas e 100% a morte total das plantas; e a matéria
verde (MV) das plantas de EPHHL aos 21 DAA.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, pelo
teste F. A relacdo entre andlise visuad e matéria verde
(MV) com os niveis de herbicidas foi gustada pelo
modelo logistico de quatro parametros, utilizando-se o
programa computacional Sigmaplot:

a—d

y=d+———
I+(x/¢)

O procedimento adotado pelo programa estima, por
sucessivas interacOes, os valores dos pardmetros nos quais
a soma dos quadrados dos desvios das observagdes, em
relacdo aos valores gjustados, € minima. Nesse modelo, y
representa a varidvel dependente, x a concentragcdo do
herbicida e a, b, c e d s8o coeficientes da curva, em que a
€ a média da resposta da testemunha, b representa a
declividade da curva, ¢ é a concentragdo que proporciona
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50% do valor da variavel dependente, e d é a média da
resposta sob doses elevadas.

3. RESULTADOSE DISCUSSOES

Pode-se verificar que houve gjuste das curvas de dose-
resposta a0 modelo logistico de quatro pardmetros, para a
variavel injaria (Figuras 1 e 2). Na andlise visua de
injuria em pré-emergéncia e em poés-emergéncia, ndo
houve interagdo entre bidtipo e dose, havendo
significancia do efeito simples de bidtipos e de dose.

Nas figuras 1 e 2, observa-se aumento da injaria com o
aumento de dose de fomesafen, com valores maiores para
0 hidtipo S do que R. Os resultados aos 14 e 21 DAA
demonstram que ndo se visualizou diferenca nos danos
neste intervalo de tempo. As andlises de injuria em
aplicacbes em pré-emergéncia mostram valores acima de
80% para 0 hidtipo S nas doses de 960, 1920 e 3840 g
ha1l e controle inferior para o hidtipo resistente, nas
mesmas doses.
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Figura 1 - Injuria (%) as plantas de EPHHL dos bidtipos S e R, em
funcado das doses de fomesafen em pré-emergéncia, aos 14 (a) e 21 dias
apos aaplicagéo (b).

Observa-se, que mesmo para o hiétipo R a inibidores da
enzima PROTOX houve injdria, sendo ela mais
expressiva na aplicagdo em pré-emergéncia do que em
pés-emergéncia. No nivel mais eevado em pés
emergéncia, de 1600 g ha-1l, a injdria ao hidtipo R a
inibidores da enzima PROTOX foi de 56%, enquanto em
nivel correspondente de fomesafen na aplicacdo em pré-
emergéncia, ainjuria atingiu aproximadamente 78%.
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Figura 2 - Injdria (%) as plantas de EPHHL dos biétipos S e R, em
funcdo das doses de fomesafen em pos-emergéncia, aos 14 (a) e aos 21
dias apds a aplicagdo (b).

Para o hidtipo S, 0 uso de 1600 g ha-1de fomesafen
resultou em injUriade 98 e 95%, respectivamente, em pré-
emergéncia e pds-emergéncia (Figuras 1 e 2). Para o nivel
de fomesafen recomendado para o controle de EPHHL
(200 g ha-1), as diferencas de injUria entre os biGtipos S e
R a inibidores da enzima PROTOX entre as aplicagdes
em pré e pds foram ainda mais expressivas (Figuras 1 e
2).

Em pré-emergéncia, ainjuriamédia na primeira avaliacéo
das plantas S foi de 63 % e das plantas R de 51%. Na
segunda avaliagdo foi de 63% para as plantas S e de 49%
paraasR (Tabela 1).

Em pés-emergéncia, ainjdriamédia na primeira avaliacéo
das plantas S foi de 68% e das plantas R de 33% e a
injuria média na segunda avaliacdo das plantas S foi 70%
e nas plantas R foi de 32% (Tabela 2).

Tabela 1. Injiria em EPHHL aos 14 e 21 diss apds a aplicacio de fomesafen em pré-
Emergencii.
Biotipo Injoria
(% em relagao a testemunha sem herbicida)
14 DAA 21 DAA
Suscetivel 63,21 a’ 63,21 a'
Resistente 51.07b 49.11b

'Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nio diferem estaticamente pelo teste
tukey a 5%
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Percebe-se maior diferenca de injdria entre os bidtipos R
a inibidores da PROTOX e S no experimento em pos-
emergéncia do que no em pré-emergéncia, 0 que pode
significar a existéncia de barreiras mais importantes para
a absorcdo e/ou trandocagdo de fomesafen na parte aérea
das plantas ou esta é mais facilmente superada na
aplicacdo em pré-emergéncia. Sabe-se que a presenca de
cuticula nas raizes e partes aéreas emergentes das plantas
é inferior a da superficie das folhas das plantas, o que
poderia explicar o0 menor efeito de fomesafen no bidtipo
resistente em relagdo ao suscetivel, na aplicacdo em pés-
emergéncia.

Tabela 2. Injiria em EPHHL sos 14 e 21 dias apds a aplicacio de fomesafen em pés-
emergéncia
Bidtipo Injtiria (% em relagio i testemunha sem herbicida)
14 DAA 21 DAA
Suscetivel 6821 at 70,35 at
Resistente 3321b JLTEDb
! Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nio diferem estaticamente pelo teste

tukey a 5%

N&o houve diferenca significativa entre a matéria verde
entre os bidtipos S e R a inibidores da PROTOX na
aplicacdo de fomesafen em pré-emergéncia. No entanto,
diferencas significativas entre os dois bidtipos foram
constatadas na aplicagéo em pos-emergéncia (Tabela 3), o
gque concorda com os dados de injuria as plantas de
EPHHL. As curvas obtidas através dos valores de matéria
verde convertidos para percentagem indicam valores
inferiores para o hidtipo S, demonstrando o menor
acumulo de fotoassimilados em relagdo ao bidtipo R,
devido ao efeito do tratamento com fomesafen (Figura 3).
Tal fato indica que questdes morfoldgicas das plantas de
EPHHL tenham efeito direto na causa da resisténcia das
mesmas.

Tab 3. Matéria verde de EPHHL aos 21 dias apos a aplicacio de fomesafen em pos-

emergéncia.

Biatipo Matéra Verde
(% em relagao & testemunhasem herbicida)
Resistente 7rarval
Suscetivel 4807 b
! Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna nio diferem estaticamente pelo teste
tukey a 5%
20 Graph
1na
T
100 4 | O Fesistoris
-
g [ERT. T2
™
2|
- o
*f e ]
q 04
=
a0 4
40 4 et =2
a0 84 [ =ET
] T T T T
a a/m 1am 1=aa

Coasa de fomesafen (g Y
Figura 3 - Matéria Verde (%) de plantas de EPHHL dos hidtipos (S e R), em
funcao das doses de fomesafen em pos-emergéncia (b).
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Dayan et al. (1996) aventaram a hipétese de que plantas
podem ser selecionadas para resisténcia a inibidores da
enzima PROTOX por meio de mecanismos como
modificacfes na absorcdo, trandocacdo e metabolizacdo
dos herbicidas. Ha vérios exemplos na literatura
demonstrando que a tolerdncia de plantas daninhas a
outros herbicidas como o glyphosate, se deve a uma
penetracdo ou a uma translocacao diferencial (Sandberg et
al., 1980; Chachaliset al., 2001).

4. CONCLUSDOES

A investigacdo demonstra haver maiores danos de
fomesafen no hbidtipo de Euphorbia heterophylla
suscetivel aos herbicidas inibidores da enzima PROTOX,
em relacdo ao resistente.

As diferencas entre os bi6tipos resistente e suscetivel sdo
mais acentuadas na forma de aplicacgo de fomesafen em
pré-emergéncia, em relacdo & sua aplicagdo em pos-
emergéncia das plantas.

Ha indicios de que a resisténcia esteja ligada a absorcéo
diferencial do fomesafen entre as plantas resistentes e
suscetivels.
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