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RESUMO

A compreensao dos fatores intrinsecos ao uso de herbicidas inibidores da PROTOX,
como o fomesafen, é relevante diante do surgimento de novas tecnologias associadas
a esse mecanismo de ac¢ao e da necessidade de explorar métodos mais precisos de
avaliacao da eficacia desses produtos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
dindmica do herbicida fomesafen em plantas de Bidens subalternans. O estudo foi
realizado em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado,
avaliando curva de dose-resposta, absorcao (2023 e 2025), sistema antioxidante,
bloqueadores da P450, doses fracionadas e metaboldmica em aplicagdes de
fomesafen. Foram realizadas aplicagcdes quando as plantas estavam com quatro a
seis folhas verdadeiras. Dose-resposta em concentragcdes de fomesafen a 0 (0%);
15,625 (6,25%); 31,25 (12,5%); 62,5 (25%); 125 (50%); 250 (100%); 500 (200%); 1000
(400%); 2000 (800%) e 4000 (1600%) (g i.a. ha™), avaliando controle e taxa de
transporte de elétrons aos 1, 3, 7, 14 e 21 DAA e massa seca. Absorcao foi avaliada
as 2 e 24 horas apos a aplicagao (HAA), quantificando os teores internos e externos
de fomesafen. Atividade enzimatica, como SOD, CAT, POD e peroxidagao de lipideos,
as 2 HAA e em plantas controle. Bloqueadores da P450 como malathion (1000 g i.a.
ha') e dietholate (240 g i.a. ha™') com fomesafen, avaliando controle aos 7, 14 e 21
DAA e massa seca. Doses fracionadas de fomesafen em quatro aplicagdes (0,625 e
0,625+ g i.a. ha™') avaliando controle a cada trés dias apds a aplicagdo. Analise de
metabolémica realizada no controle e apds 24 horas da aplicagdo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativos, ao teste de
média t student (LSD), a um nivel de 5% de significancia. Doses acima de 1000 g i.a.
ha™' foram necessarias para atingir 100% de controle de Bidens subalternans aos 21
DAA, enquanto a dose comercial recomendada (250 g i.a. ha™), mostrou eficacia
limitada, com percentuais de 43% de controle e 81% de reducdo de massa seca, aos
21 DAA. A taxa de transporte de elétrons (ETR), avaliada ao primeiro dia apds a
aplicagao, foi reduzida para 56, 77 e 72%, em relagédo a testemunha nas doses de
1000, 250 e 31,25 g i.a. ha™', respectivamente. A absorgao de fomesafen foi baixa em
ambos os anos de estudo, variando de 4 a 6% nas primeiras 24 HAA, mantendo-se
constante, o que indica a necessidade de prolongar os periodos de coleta. A atividade
da SOD, CAT, POD e peroxidacgao lipidica ndo apresenta diferengas significativas nas

primeiras 2 HAA, sugerindo que avaliagbes em tempos maiores seriam mais



adequadas. Doses fracionadas de fomesafen, quando aplicadas cumulativamente,
podem gerar efeito de controle significativo em Bidens subalternans, entre 33 e 38%
aos 3 dias apos a quarta aplicacdo, mesmo que em doses muito baixas. Quando
aplicado em associacdo a inibidores da enzima Citocromo P450, o fomesafen
apresentou maior eficacia, de até 99% aos 21 DAA. A analise de metabolémica indicou
uma alteracdo metabdlica, em resposta ao estresse quimico do fomesafen,
amplificando uma variedade de compostos ndo encontrados na testemunha sem
aplicagdo. Assim, conclui-se que o fomesafen apresenta baixa absorcao e eficacia
limitada na dose comercial, sendo mais eficaz em altas doses ou associado a
inibidores da P450, enquanto doses fracionadas mostraram efeito cumulativo, e a
metabolédmica revelou reprogramacdo metabdlica em populagbes de Bidens
Subalternans avaliadas neste estudo, indicando necessidade de metodologias mais

precisas para estudos com inibidores da PROTOX.

Palavras-chave: inibidores da PROTOX; absorcédo de herbicidas; estresse oxidativo;

reprogramacgao metabdlica; metodologia de estudos.



ABSTRACT

Understanding the intrinsic factors related to the use of PROTOX-inhibiting herbicides,
such as fomesafen, is relevant given the emergence of new technologies associated
with this mechanism of action and the need to explore more precise methods for
evaluating the efficacy of these products. Thus, the objective of this study was to
evaluate the dynamics of the herbicide fomesafen in Bidens subalternans plants. The
study was conducted in a greenhouse, in a completely randomized design, assessing
dose—response curves, absorption (2023 and 2025), antioxidant system activity, P450
inhibitors, split doses, and metabolomics after fomesafen application. Applications
were carried out when plants had four to six true leaves. The dose—response
experiment included fomesafen rates of 0 (0%), 15.625 (6.25%), 31.25 (12.5%), 62.5
(25%), 125 (50%), 250 (100%), 500 (200%), 1000 (400%), 2000 (800%), and 4000
(1600%) g a.i. ha™, with evaluations of weed control and electron transport rate (ETR)
at 1, 3, 7, 14, and 21 days after application (DAA), as well as dry mass. Absorption
was measured at 2 and 24 hours after application (HAA), quantifying internal and
external fomesafen content. Enzymatic activity (SOD, CAT, POD) and lipid
peroxidation were evaluated at 2 HAA and in control plants. P450 inhibitors such as
malathion (1000 g a.i. ha™) and dietholate (240 g a.i. ha™) were applied with
fomesafen, and control was assessed at 7, 14, and 21 DAA along with dry mass. Split
doses of fomesafen were tested in four sequential applications (0.625 and 0.625+ g
a.i. ha™), with control evaluated every three days after application. Metabolomic
analysis was conducted in untreated plants (control) and at 24 HAA. Data were
subjected to analysis of variance (ANOVA) and, when significant, to mean comparison
by Student’s t-test (LSD) at a 5% significance level. Doses above 1000 g a.i. ha™ were
required to achieve 100% control of Bidens subalternans at 21 DAA, while the
recommended commercial dose (250 g a.i. ha™) was insufficient, providing only 43%
control and 81% dry mass reduction at 21 DAA. ETR, measured one day after
application, was reduced to 56, 77, and 72% compared with the untreated control at
doses of 1000, 250, and 31.25 g a.i. ha™, respectively. Fomesafen absorption was low
in both years of study, ranging from 4 to 6% during the first 24 HAA and remaining
stable thereafter, indicating the need for longer sampling periods. The activity of SOD,

CAT, POD, and lipid peroxidation showed no significant changes at 2 HAA, suggesting



that later sampling times would be more appropriate. Split doses of fomesafen, when
applied cumulatively, promoted significant control of Bidens subalternans, ranging from
33 to 38% three days after the fourth application, even at very low doses. When applied
in association with cytochrome P450 inhibitors, fomesafen achieved up to 99% control
at 21 DAA. Metabolomic analysis revealed metabolic alterations in response to
fomesafen-induced chemical stress, with the amplification of a variety of compounds
not detected in untreated plants. Thus, it is concluded that fomesafen exhibits low
absorption and limited efficacy at the commercial dose, being more effective at higher
doses or when associated with P450 inhibitors, while split applications showed a
cumulative effect, and metabolomic analysis revealed metabolic reprogramming in
Bidens subalternans populations evaluated in this study, indicating the need for more

precise methodologies for studies involving PROTOX inhibitors.

Keywords: PROTOX inhibitors; herbicide absorption; oxidative stress; metabolic

reprogramming; methodological approaches.
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1 INTRODUGAO

Bidens spp. € o género de plantas daninhas com grande relevancia no cenario
agricola (Karis; Ryding, 1994), dentre as 230 espécies do género, Bidens pilosa e
Bidens subalternans sao as espécies de maior ocorréncia e importancia para
agricultura. Sao pertencentes a familia Asteraceae, sendo plantas anuais com
propagacgdo especialmente por sementes, presentes em culturas anuais e perenes
(Rzedowski; Rzedowski, 2008). Tem diversos relatos de resisténcia a herbicidas,
sendo primeiro em 1991 como resistente ao herbicida paraquat, no Quénia e ao
glyphosate no México em 2014 (HEAP, 2025). No entanto, mais recentemente, foram
encontradas algumas populag¢des de Bidens pilosa com resisténcia aos inibidores da
PROTOX, caracteristica que aumenta a severidade no manejo dessa importante
planta daninha.

Os herbicidas inibidores da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) sao
amplamente utilizados para o controle de plantas daninhas de folha larga (Merotto Jr.;
Vidal, 2001; Osipe et al., 2011). Desse modo, pelo alto emprego dos herbicidas desse
mecanismo de agao, houve a selegao de diversas populagdes de plantas daninhas
resistentes (HEAP, 2025). Fomesafen € um herbicida representante dos inibidores da
PROTOX. No Brasil, o fomesafen possui autorizagdo como herbicida de pos-
emergéncia nas plantagdes de soja e feijao, destinado ao controle de plantas de folhas
largas, tais como Amaranthus spp. (caruru), Bidens spp. (picao-preto), Euphorbia
heterophylla (amendoim-bravo), lpomoea spp. (corda-de-viola) (Oliveira Neto et al.,
2018). Posteriormente, sua autorizacao foi ampliada para incluir aplicagcbes em pré-
emergéncia nas plantacdes de algodao, com o objetivo de controlar Physalis angulata
(joa-de-capote) e Amaranthus deflexus (caruru) (Oliveira Neto et al., 2018).

Estratégias adequadas de manejo sdo essenciais para desacelerar ou evitar a
resisténcia, com intermédio do conhecimento dos fatores ecoldgicos, que
propulsionam a selegao de organismos resistentes (Neve et al., 2014). Nesse sentido,
o uso intensivo de herbicidas vem comprometendo a disseminagao da resisténcia a
diversas moléculas, reforcando a necessidade de estudos aprofundados sobre os
mecanismos de agao e fatores correlacionados a dindmica dos herbicidas em plantas
(Peterson, 2018; Switzer, 1963). Moléculas mais recentes, como o tiafenacil e outros
inibidores da enzima PROTOX, vém sendo inseridas no mercado com o objetivo de

ampliar o controle de plantas daninhas resistentes. No entanto, o uso inadequado
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dessas novas tecnologias pode acarretar riscos, com o surgimento de resisténcia e,
consequentemente, perda de tecnologias e impactos econdmicos significativos.

Nesse contexto, o emprego de ferramentas analiticas avangadas, como a
metaboldbmica, tém fornecido possibilidades para ampliar o conhecimento de
alteragbes metabdlicas induzidas por herbicidas em plantas daninhas. Essa
abordagem fornece a compreensdo aproximada das repostas bioquimicas das
especies, correlacionando-as com estresses quimicos ocasionados pela acdo de
herbicidas (Aliferis; Chrysayi-Tokousbalides, 2011; Olanrewaju et al., 2024). Desse
modo, a integragdo de ferramentas analiticas, como a metabolémica, amplia o
conhecimento sobre a interacdo de mecanismos de acado e resisténcia,
demonstrando-se uma ferramenta promissora para estudos de dinamica de
herbicidas.

Em sintese, para cumprir sua fungao bioldgica, o herbicida devera ficar retido
no limbo foliar, por tempo e concentracdo necessarias, penetrando, absorvendo e
transloucando-se, por xilema ou floema, até seu sitio de acdo, onde atuara em
processos bioldgicos especificos (Cobb; Reade, 2010). Por outro lado, processos de
metabolizagdo podem ocorrer (Dimaano; lwakami, 2020), resultando em reducgéo ou
aumento da atividade do herbicida (Rigon et al. 2020). Diante disso, necessita-se
compreender fatores intrinsecos a dindmicas de herbicidas em plantas daninhas com
o intuito de suprir lacunas ainda existentes quanto ao comportamento dessas
moléculas em diferentes espécies. Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a
dinamica do herbicida fomesafen em plantas de Bidens subalternans, visando ampliar
a compreensdo sobre o comportamento de inibidores da PROTOX em plantas

daninhas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia e morfologia de Bidens subalternans

Bidens subalternans, frequentemente conhecida pelos nomes picao-preto,
picdo-campo, pico-pico, erva-picao, € uma planta herbacea e ereta nativa da Ameérica
do Sul (Kissmann; Groth, 1992; 1999), podendo alcancgar altura de até 150 cm quando
ha condigbes ambientais propicias, no entanto, em média sua altura € de 60 cm.
Folhas com coloracgao verde e suas flores, de tonalidades brancas ou amarelas, com
organizagao em forma de capitulos (Bartolome; Villasefor; Yang, 2013). O ciclo dessa
espécie € anual, com reproducao exclusivamente por meio de sementes, a planta é
autégama, com até 10% de fecundacgao cruzada (Sun; Ganders, 1990). As sementes
possuem forma de aquénios de coloragao preta, secos e indeiscentes, com presenca
de ariscas rigidas, que proporcionam caracteristica vital de disseminagao da espécie

por meio da aderéncia em superficies (Hattori; Nakajima, 2008) (Figura 1).

Figura 1 — Comparacao morfolégica entre Bidens subalternans e Bidens
pilosa: nimero de aristas por aquénio e detalhe da inflorescéncia de B.
subalternans

B. subalternans B. pilosa

‘.

Foto: Alysson Dias Dalmas =2025

A elevada producido de sementes, em torno de 3.000 sementes por planta, &
atributo de agressividade da espécie, com potencial de permanéncia e sobrevivéncia
em agrossistemas (Kissmann, 1997). E uma espécie fotoblastica neutra, ou seja, a
germinagao da semente podera ocorrer em condi¢gdes de luminosidade ou escuridao

(Klein; Fellipe, 1991). O conjunto de diversas caracteristicas como a alta producao de
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sementes e um curto periodo vegetativo (Salgado et al., 2014), com a eficiéncia na
absorcao e conversao de nutrientes em biomassa (Procopio et al., 2004), juntamente
com a capacidade de desenvolvimento em pleno sol ou em condi¢cbes difusas
(Kissmann. Groth, 1999), possibilitam a presenga dessas plantas ao longo de todo o
ano.

Bidens subalternans, teve seu primeiro caso de resisténcia relatado em 1996,
em regides produtoras de soja no Brasil, especificamente aos inibidores da enzima
acetolactato sintase (HEAP, 2025). Posteriormente, em 2006, foi observada
resisténcia ndo apenas aos inibidores da enzima acetolactato sintase, mas também
aos inibidores da enzima acetolactato sintase e do fotossistema Il (PSIl). Mais
recentemente, em 2018, houve relatos de populacdes apresentando resisténcia aos
inibidores da EPSPs no Paraguai. Além disso, no Brasil, no ano de 2023, foram
registrados bidtipos resistentes ao glyphosate em lavouras de milho e soja (HEAP,
2025).

2.2 Mecanismos de resisténcia de plantas daninhas

A duas divisbes aceitas para classificar os mecanismos de resisténcia sao
relacionados ao local-alvo ou ndo relacionados ao local-alvo. Os mecanismos
relacionados ao local-alvo, sdo: a) alteragao do local de agao: onde a molécula do
herbicida € comprometida pela ineficacia de agao no local especifico no interior da
planta (Christofoleti et al., 1994). A observagao do efeito da resisténcia é possivel se,
porventura, a mutagédo ocorrer precisamente no local de agédo do herbicida (Inoue;
Oliveira Jr, 2011); e, b) superexpressao das enzimas: mecanismo que amplifica
genes participantes da rota do herbicida, que codificam enzimas desintoxicantes ou
genes do proprio local de agao. Em estudos de Gaines et al., (2010), descobriu-se a
amplificagdo de genes em Amaranthus palmeri, com resisténcia confirmada ao
herbicida glyphosate, duplicando os genes EPSPs de 4 a 100 vezes, quando
comparados a populacdes suscetiveis.

Outros mecanismos nao estao relacionados ao local-alvo, como: a) aumento
na capacidade de metabolizagcao do herbicida: sendo que plantas com esse
mecanismo de resisténcia possuem aptiddao superior a plantas suscetiveis em
metabolizar moléculas de herbicidas de forma mais rapida, inativando-as previamente

ao dano nas plantas (Christofoleti et al., 1994); b) absor¢ao reduzida e translocagao
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diferencial: em termos de eficacia, os herbicidas devem ser absorvidos e
transloucados para seu sitio de acdo. Desse modo, plantas daninhas com esses
mecanismos possuem a presenca de cuticula (dificultando a absor¢do) ou
reducdo/aumento do movimento da molécula pela planta (Markus et al., 2021) e, c)
compartimentalizagcao: remover as moléculas dos herbicidas de locais
metabolicamente ativos e posiciona-las em locais inativos, como os vacuolos celulares
ou tecidos distantes dos locais de ag&o do herbicida (Christofoleti et al., 1994).

A compreensdo dos mecanismos de resisténcia € fundamental para o
posicionamento correto dos herbicidas. Em bidtipos de Amaranthus tuberculatus,
houve a compreensao do que determinaria o primeiro mecanismo de resisténcia aos
inibidores da PROTOX, pela alteragdo da sequéncia de aminoacidos da enzima
PROTOX houve a determinacao da resisténcia, de modo que a mutacido enzimatica
foi resultado de somente um gene nuclear com dominancia incompleta (Lee et al.,
2008; Patzoldt et al., 2006). Posteriormente, destaca-se em bidtipos de Ambrosia
artemisiifolia o segundo relato de mecanismos de resisténcia aos inibidores da
PROTOX, que consiste na mutagao enzimatica da PROTOX, com a substituicdo de
uma arginina por uma leucina na posigao 98, sendo determinada por um unico gene

nuclear com dominancia incompleta (Rousonelos et al., 2012).

2.3 Inibidores da protoporfirinogénio IX oxidase (PROTOX): Fomesafen

Os inibidores da PROTOX constituem um grupo de mecanismos de agao que
atuam inibindo a enzima protoporfirinogénio IX oxidase (PPO ou PROTOX),
fundamental na oxidagao do protoporfirinogénio IX para a formagéo de protoporfirina
IX, um precursor essencial da clorofila (Figura 2). Ao inibir a agado da enzima, ocorre
o acumulo de protoporfirinogénio IX, resultando em sua difusao para fora do centro
reativo, desencadeando uma oxidacdo nao enzimatica. Posteriormente, a interacao
entre Oz e luz leva a formagéao de Oz em estado singlete, potencialmente responsavel
pela peroxidagéo de lipidios presentes nas membranas celulares. A peroxidacédo de
lipidios e proteinas resulta na perda progressiva de clorofila e carotenoides, além de
ruptura das membranas celulares, ocasionando desidratagao e desintegracao de
organelas. Em plantas suscetiveis tratadas com herbicidas pertencentes a esse grupo,
observa-se necrose foliar em um curto periodo (um a trés dias). Nos casos de

espécies tolerantes, sdo evidenciadas injurias moderadas ou severas apos a
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aplicagao pés-emergéncia de herbicidas inibidores da PROTOX (Oliveira Jr; Bacarin,
2011).

Figura 2 - Representagao esquematica da via das porfirinas no cloroplasto:
setas continuas indicam etapas enzimaticas Unicas, enquanto as setas

tracejadas representam multiplas etapas enzimaticas
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Fonte: Barker (2023, p.174).

Em resultado a geracédo de oxigénio singlete, a geracao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), como peroxidos lipidicos, ocasionando a disfuncionalidade e
integridade da membrana (Dayan et al., 2019). Em consequéncia, um rapido
vazamento celular é observado em atividade de difeniléteres (DPE), pela perda de
integridade de membrana plasmatica (Kenyon et al., 1985). Plantas tratadas com
herbicidas inibidores da PROTOX, necessitam de luz para desencadearem seus
efeitos fitotdxicos (Figura 3). Desse modo, em plantas incubadas em ambientes
escuros, o acumulo de protoporfirina € observada, podendo ser destruida quando em
contato com estimulo luminoso. Em trabalhos de Becerril e Duke (1989), em plantas
de pepino (Cucumis sativus L.) aplicadas com difeniléteres (DPE), observou-se o
tempo de meia-vida de 2,5 h da protoporfirina em uma exposi¢cao de um quarto da luz

solar.
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Figura 3 — Mecanismo de agao de herbicidas inibidores da protoporfirinogénio
IX oxidase (PPO), evidenciando o bloqueio enzimatico e a formagao de

espécies reativas de oxigénio (EROs)
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Fonte: adaptado de Barker (2023, p.174).

A maioria dos herbicidas inibidores da PROTOX sdo empregados em pos-
emergéncia, embora alguns, como o sulfentrazone, possam ser empregados em pré-
emergéncia (Dayan et al., 2018). S&o herbicidas direcionados para o controle de
folhas largas, com acao restrita sobre gramineas em aplicagées em pré-emergéncia.
Herbicidas do grupo quimico dos difeniléteres, sao de carater acido fraco, com alta
solubilidade em agua (acifluorfen e fomesafen) ou ndo-iénico, com baixa solubilidade
em agua e maior adsorgao ao solo (lactofen e oxyfluorfen), sdo usados em pos-
emergéncia, ou em casos especificos em pré-emergéncia (oxyfluorfen) (Carvalho,
2013). Fenilftalimidas, sdo nao ionizaveis, com baixa solubilidade em agua e reduzida
persisténcia no solo, sendo exemplos o flumiclorac (pés-emergéncia) e flumioxazin
(pré ou pés-emergéncia) (Carvalho, 2013). Oxadiazois sdo nao ionizaveis, com pouca
solubilidade e fortemente adsorvidos ao solo (Carvalho, 2013). Triazolinonas sao
acidos fracos, com baixa solubilidade em agua e persisténcia como o carfentrazone-
ethyl (pdés-emergéncia), e alta solubilidade e alta persitencia no solo como o
sulfentrazone (pré-emergéncia) (Carvalho, 2013).

Fomesafen é uma molécula que apresenta alta solubilidade em agua, atingindo
50 mg L' a 20°C, além de exibir baixa pressdo de vapor com valores inferiores a 10
Pa a 50°C. O log Kow pode variar de 2,9 a -1,2 com variagéo de pH de 1 a 7, sendo
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considerado um herbicida acido fraco (sal de acido) com pKa de 2,83 (Rodrigues;
Almeida, 2005) (Tabela 1). Sua afinidade com a matéria organica do solo é
significativa, sendo a adsorg¢ao fortemente influenciada pelo pH, dado que se trata de
um composto ionizavel. Além disso, a adsor¢ao esta intimamente relacionada com o
teor de matéria organica no solo (Guo et al., 2003). O fomesafen € um herbicida
indicado para o controle de plantas daninhas de folha larga, sendo aconselhavel a
aplicacao quando essas apresentarem de duas a seis folhas, a depender da espécie
(EMBRAPA, 1999).

Tabela 1 - Resumo das propriedades fisico-quimicas e da estrutura quimica do

fomesafen

Nome comum Fomesafen

Grupo quimico Eter Difenilico

o)
Y /CH3
(0] H/S
N \\O

Formula estrutural . 5=

cl N*”

F [l
F

Férmula molecular C1sH10CIF3N,0OS

5-(2-chloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyloxy)-N-mesyl-2-

IUPAC nomenclatura . )
nitrobenzamide

Peso molecular 438,76 g mol’
Solubilidade em agua a y
20°C 50mgL
Log Kow a 25°C -1,2
Pressio de vapor a 20°C 4,00X103

Fonte: PPDB (2025)
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2.4 Dinamica de herbicidas em plantas

Para que o herbicida possa cumprir sua atuagao bioldgica, é necessario que a
molécula fique retida no limbo foliar por tempo e concentragao suficiente, adentrar e
transloucar-se para os espacos celulares, tanto por xilema quanto por floema,
atingindo seu sitio de agdo em que atuara sobre enzimas e outros locais (Cobb;
Reade, 2010). Além disso, alguns processos de metabolizagdo podem ocorrer em
algumas plantas (Dimaano; lwakami, 2020), acarretando a redugdo ou aumento da
atividade biolégica do herbicida (Rigon et al., 2020). Desse modo, & necessario
compreender todos os fatores que envolvem a dindmica de herbicidas em plantas

daninhas.

2.4.1 Absorgao de herbicidas

As estruturas foliares sao os 6rgdos com maior importancia nas vias de
penetracdo de herbicidas em pos-emergéncia, por outro lado as raizes e sementes
com maior destaque para aplicagado de herbicidas em pré-emergéncia (Alcantara-de
la Cruz et al.,, 2021). O caule é uma importante via de penetracao de herbicidas
quando ha o interesse de manejar individuos de algumas populagdes florestais ou
propriamente evitar a rebrota (Mendes et al., 2022).

A sequéncia de processos ha absorc¢ao foliar de moléculas tem como inicio a
deposig¢ao dos produtos sob superficie. A primeira barreira enfrentada pela molécula
€ a cuticula, estrutura responsavel pela protecao e regulacdo de processos de perda
de agua, além de caracteristicas de protegédo contra pragas e fotodegradacao (Reis
et al., 2021). Camada cerosa que recobre células da epiderme da planta, além de
envolver células da camara subestomatica. Por ser cerosa, alguns compostos que
possuem afinidade com agua (hidrofilicos) tém maior entrave para ultrapassar essa
camada, no entanto, quando ha afinidade com solugdes a base 6leo (hidrofébicos),
esses possuem maior facilidade para ultrapassar a cuticula (Roman et al., 2007). Por
mais que a composicdo em sua maioria seja lipofilica, apresenta componentes
hidrofilicos como a pectina (Cobb; Reade, 2010), sendo que em folhas mais jovens a
permeabilidade da agua é maior (Grover; Cessna, 1991).

A segunda barreira € o apoplasto celular, onde ocorre relagao contraria ao

enfrentada pela cuticula. Os compostos hidrofilicos tém facilidade para atravessar
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essa barreira, enquanto os hidrofébicos podem ter movimentagdo lenta nesses
espacos intracelulares (Mendes et al., 2022). A terceira barreira € contemplada pela
parede celular, com composi¢cao primordialmente de celulose. Do mesmo modo que
a pectina, a celulose também ¢é hidrofilica. Em ultima instancia, a quarta barreira é a
membrana plasmatica, altamente seletiva aos compostos que nela atravessam, onde
herbicidas hidrofébicos tendem a ter facilidade a penetrar pela membrana, enquanto
compostos hidrofilicos possuem certa dificuldade (Roman et al., 2007).

Outro fator importante, a absorcédo pode ser influenciada por diversos fatores,
sendo eles: disponibilidade na molécula no local de absorgao; caracteristicas fisico-
quimicas do herbicida; condicbes ambientais; condi¢des edafoclimaticas; e, pela
tecnologia de aplicagao (Yao et al., 2014). Ademais, os fatores intrinsecos a absorgéo
influencia diretamente na translocacdo do herbicida, reduzindo sua eficacia e
seletividade na planta, de modo a agravar a compreensao dos mecanismos de
resisténcia com a sua sintomatologia, regredindo seu controle (Hess, 2018;
Nandula et al., 2019).

2.4.2 Metabolizacao de herbicidas

Trés etapas sao responsaveis pela metabolizagdo do herbicida em plantas,
sendo dividida em: conversao (Fase |); conjugacéao (Fase Il); e, compartimentalizagao
(Fase lll). Fase | € considerada primordial para o ciclo de metabolizagdo de herbicidas
em plantas (Shimabukuro; Lamoureux; Frear, 1982), pelos processos de oxidacao,
reducado e/ou hidrolise que modificam a polaridade, aumentando ou diminuindo a
fitotoxicidade da molécula (Hatzios, 1997). Os produtos das reagdes da primeira fase
podem ser mais hidrofilicos, com interesse de disponibilizar locais reativos a partir da
adigdo ou exposigado de grupos funcionais (hidroxila ou carboxila), antecedendo a
reagdes da segunda fase (Coleman; Blake-kalff; Davies, 1997).

Fase Il € a conjugacao do herbicida ou metabdlito, que tem como objetivo gerar
compostos soluveis em agua, com menor reatividade a planta, além da mobilidade
reduzida. Compreende como fase lll a conjugacao secundaria dos metabdlitos, bem
como seu transporte para compartimentos, como o vacuolo ou/e parede celular, dos
conjugados para participarem de metabolismo adicional (Hatzios, 1997; Shimabukuro;
Lamoureux; Frear, 1982). Enzimas do Citocromo P450 sao responsaveis por catalisar

reacdes de hidroxilacdo e desalquilagdo ocorridas na fase I; enquanto na fase I
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enzimas glutationa S-transferase (GSTs), participam das catalizagbes dos processos
conjugativos realizados na segunda fase. Enzimas do complexo P450 e GST sao
responsaveis pelos processos de detoxificagdo da grande maioria das moléculas de
herbicidas em plantas de diferentes espécies (Zablotowicz; Hoagland; Hall, 2005).
Enzima do citocromo P450 formam uma das maiores superfamilias de
proteinas em plantas, atuando em reagdes de hidroxiliagdo e monooxigenagao,
aumentando a reatividade e solubilidade de moléculas lipofilicas (Mizutani; Sato,
2011). Em culturas, estudos classicos desenvolvidos por Tanaka et al. (1990),
demonstraram a atividade de P450 (hidroxilagdo e conjugacgéao), sobre diclofop-metil
e clorotoluron, conferindo tolerancia a esses herbicidas. Enzimas do citocromo P450
desempenham papel importante na resisténcia de plantas daninhas, embora ainda
pouco explorado, devido a complexidade em se estudar multiplas isoenzimas e a

escassez de informagdes gendmicas (Dimaano; Iwakami, 2020).

2.4.3 Enzimas antioxidantes: SOD, CAT e POD

A aplicacao de herbicidas, como o fomesafen, atua como agente de estresse
quimico em plantas, que induz a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Hasanuzzaman et al., 2020; Jaspers; Kangasjarvi, 2010). A homeostase das plantas
pode ser alterada pela sintese de ERO, ocasionando processos que podem danificar
os orgaos das plantas (Miller et al., 2010). A produg¢ao de ERO esta concentrada nos
cloroplastos e mitocéndria, devido ao fato da atividade de oxidagao metabdlica e fluxo
intenso de elétrons elevado nesses lugares (Gill; Tuteja, 2010). Em resposta aos
danos causados pela presenga de ERO, inicia-se o sistema defensivo ao estresse
oxidativo, liderada por rotas enzimaticas e ndo enzimaticas, com um complexo
sistema de defesa antioxidante com intuito de dissipar concentrag¢des altas de ERO
nas células (Kumar et al., 2018).

Enzimas antioxidantes como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POD) (Barbosa et al., 2014; Chen et al., 2016), fazem parte do sistema
antioxidante das células. Em um primeiro momento, a ativagdo da SOD, classificada
pela presenga de metais diferentes como cobre/zinco (Cu/Zn-SOD) e manganés (Mn-
SOD) (Gill et al., 2015), ira atuar na conversao de anion superoxido em H202,
considerada com reatividade menor e faciimente degradada por outras enzimas

(Alscher et al., 2002). Em segunda instancia, a CAT lidera o processo de



36

desintoxicagao da dismutagdo de H202 em H20 e Oz, removendo o peroxido nos
peroxissomos e glioxissomos (Resende; Salgado; Chaves, 2003; Gill; Tuteja, 2010).
Outra forma de atuagédo é permeada pela POD (Peroxidase), que tem atuagc&o no
peréxido de hidrogénio resultante da atividade da SOD na dismutacdo do radical

superoéxido, encontrada no vacuolo e parede celular das plantas (Barcelo et al., 1989).

2.5 Metabolomica: ferramenta para o estudo de plantas daninhas

A abordagem das tecnologias 6micas pode favorecer as metodologias
analiticas, aprofundadas sobre desafios comumente enfrentados pela produtividade
agricola, exemplificando os efeitos e causas das interacbes das plantas com seus
diversos estresses (Olanrewaju et al., 2024). Transcriptdbmica, gendmica, protedbmica
e metabolémica, sdo exemplos de técnicas que podem ajudar na compreensao dos
aspectos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares das interacées dos organismos
(Tiwari et al., 2024). Desse modo, € importante a integracdo dos dados em bancos
especificos de analises multibmicas, oferecendo a interagdo entre processos de
complexos bioldgicos (Chao et al., 2024). Avancos na utilizagado dessas tecnologias
resultam em acumulo de informagdes que, ao um nivel de intersegdes, permitem um
conjunto de analises sobre mecanismos sob condigdes estressantes (Ahmed et al.,
2024). A integracdo das abordagens multidmicas corrobora com a correlagcdo de
analises, bem como sua visualizagdo e interpretacdo de dados, resultando em
compreensao eficiente dos processos bioldgicos.

A metabolémica visa estudar os conjuntos de metabdlitos sintetizados que sao
resultantes das vias metabdlicas no sistema vegetal (Baharum; Azizan, 2018; Fiehn,
2002). Os metabdlitos sao produtos resultantes da expressao génica que se
pronunciam como fendtipo bioquimico da célula (Weckwerth; Fiehn, 2002). A
integragdo dessas técnicas possibilita maior compreensao dos aspectos bioldgicos e
fisioloégicos de plantas, além de contribuir com a exploragdo de estudos em areas
como a ciéncia das plantas daninhas. No entanto, os estudos com plantas daninhas
ainda sao limitados, e utilizam metabolébmica com objetivo de compreensao de
aspectos fisiologicos em resposta a aplicagdo de herbicidas (Aliferis; Chrysayi-
Tokousbalides 2011; Miyagi et al. 2010). Desse modo, € necessario amplificar os
estudos com intuito aperfeigoar o emprego dessa ferramenta nas ciéncias das plantas
daninhas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condigoes gerais do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagcdo no Nucleo de Pesquisas
Avangadas em Matologia (NUPAM), no qual pertence ao Departamento de Produgéo
e Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade
Estadual Paulista - UNESP, localizado no campus de Botucatu, SP. Os experimentos
seguiram em delineamento inteiramente casualizado, avaliando curva dose-resposta,
absorcdo, sistema antioxidante, doses fracionadas, bloqueadores da P450 e
metabolismo de fomesafen em Bidens subalternans.

As unidades experimentais foram representadas pelas plantas de Bidens
subalternans condicionadas em copos de poliestireno com capacidade de 770
mililitros, preenchidos com substrato Tropstrato V6® sendo sua composicédo de casca
de pinus, nitrato de amdnia, superfosfato simples, carvao vegetal, nitrato de calcio e
nitrato de potassio. A semeadura de Bidens subalternans foi realizada em sementeiras
preenchidas com o mesmo substrato. Operagdes de desbaste e transplantio seguiram
conforme o desenvolvimento das plantulas na sementeira. As aplicacbes foram
realizadas quando, em média, as plantas possuiram entre 4 e 6 folhas verdadeiras.
Os experimentos permaneceram por 35 dias em casa de vegetagdo, com
temperaturas maximas e minimas, em média, de 25,0 e 16,8°C, respectivamente
(Figura 4). As medidas de temperaturas foram realizadas com auxilio de um

datalogger de temperatura, modelo RC-5, da empresa Elitech Brasil®.
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Figura 4 - Temperatura maxima e minima registrada no interior da casa de
vegetacgao, obtidas por datalogger RC-5 (Elitech®), durante o periodo

experimental
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As aplicacdes dos tratamentos foram realizadas por meio de um simulador de
aplicacao, que oferece controle de velocidade, pressao e vazao (Figura 5). Para tal,
foi empregada uma barra de aplicacdo equipada com quatro pontas de pulverizagao
XR 110015, espacadas a cada 50 cm e pressurizadas a 2 bar. A velocidade de
aplicagéo foi mantida a 1 m s™', garantindo um volume de aplicagdo de 150 L ha'. A
verificacdo e ajuste do volume de aplicagdo foi realizado de maneira sistematica
durante todas as aplicagdes, assegurando a precisdo das doses administradas. Foi

adicionado adjuvante n&o idnico (Assist®), na concentragdo de 0,5% Vi/v.
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Figura 5 — Procedimentos de aplicagao dos tratamentos experimentais: a)
simulador de aplicagao de produtos fitossanitarios; b) preparo das caldas; c)

plantas de Bidens subalternans em poés-aplicagao

|

| ey

3.2 Experimento 1: Curva dose-resposta

No experimento 1, as plantas de B. subalternans, foram submetidas a dez
doses do herbicida fomesafen: 0 (0%); 15,625 (6,25%); 31,25 (12,5%); 62,5 (25%);
125 (50%); 250 (100%); 500 (200%); 1000 (400%); 2000 (800%) e 4000 (1600%) (g
i.a. ha™). As porcentagens vao de acordo com a dose recomendada de 250 g i.a. ha-
. O controle das plantas foi avaliado aos 1, 3, 7, 14 e 21 dias apds aplicagdo (DAA)
seguindo a escala percentual de notas, em que “0” corresponde a nenhum controle e
“100” significa a morte das plantas, conforme Sociedade Brasileira da Ciéncia das
Plantas Daninhas (Velini et al., 1995). Aos 21 DAA foi coletada a parte aérea das
plantas e levadas para estufa de circulagao for¢ada de ar a 60°C por 96 horas para
determinacao da massa seca em balanca de precisédo (0,0001g).

A avaliagao da taxa de transporte de elétrons (ETR) foi realizada nas doses 0;
31,25; 250 e 1000 g i.a. ha'aos 1, 3, 7, 14 e 21 DAA. As medigbes foram realizadas

na folha mais nova completamente desenvolvida entre 9 e 11 horas com auxilio de
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um fluorébmetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti Sciences,
EUA) (Figura 6).

Figura 6 - Procedimento de medigao da taxa de transporte de elétrons (ETR)

em folhas expostas a luz solar utilizando fluorémetro portatil OS5p (Opti

Sciences®)

3.3 Experimento 2: Absorcao de fomesafen

Os experimentos de absorcao foram realizados em dois momentos distintos,
sendo uma repeticdo no ano de 2023 e outra em 2025, em populagbes de B.
subalternans diferentes. Seguindo os mesmos padrdes para coleta, armazenagem e
processamento. Foi aplicado fomesafen a uma dose de 250 g i.a. ha'. Em acréscimo,
seguiu-se a coleta das amostras de forma composta, onde para formar uma repeticéo
incluiu-se trés plantas distintas, dando preferéncia em coletar somente as folhas,
retirando peciolo e caule.

Para absorcao, foi realizado a coleta das plantas as 2 e 24 horas apds a
aplicacao, apos a coleta foram lavadas e pesadas. Seguiu-se duas lavagens com 150
mL de agua deionizada, a solugdo resultante foi de 300 mL. A solucao foi
homogeneizada para uma coleta de uma aliquota de 10 mL, separada e condicionada
em tubos falcons para em sequéncia a determinacao do teor externo de herbicida
depositado sobre as plantas. Em continuidade ao teor externo, foi separado 1,5 mL
da solugéo filtradas com filtros Millipore 0,2 ym obtida nas lavagens, transferidas para

vials e encaminhadas para analise cromatografica.
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O teor interno de fomesafen foi determinado a partir do material vegetal
previamente armazenado, macerado com nitrogénio liquido com auxilio de graal e
pistilo. Em sequéncia, o material vegetal fresco foi liofilizado, e apds separado em
tubos falcons uma aliquota de 100 mg de amostra cada tratamento, adicionando 10
mL de solugdo metanol e agua (80:20 v/v). Os tubos passaram por banho de ultrassom
durante 30 minutos e, apds centrifugados a 4.000 g por 5 minutos. Imediatamente, foi
realizado a filtragem do sobrenadante das aliquotas com filtros Millipore 0,2 um,

separados em vials (Figura 7).

Figura 7 — Representacao das etapas de preparagao para analise de absorg¢ao

de fomesafen por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC): a) Aplicagao

de fomesafen em Bidens subalternans; b) Corte das folhas e condicionamento
em sacos plasticos; ¢) Maceragao em nitrogénio liquido; d) Pesagem da

aliquota; e) Extragcao com solugao extratora; e, f) Determinagao dos teores de

fomesafen

A quantificagdo do ingrediente ativo foi realizada por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC), que é um sistema LC-MS/MS, pertencente a empresa
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Shimadzu, modelo Prominence UFLC, localizado no Nucleo de Pesquisas Avangadas
em Matologia (NUPAM), na FCA/UNESP. O sistema é equipado com duas bombas
(LC-20AD), auto-injetor (SIL-20AC), degazeificador (DGU-20A5), sistema controlador
(CBM-20) e forno (CTO-20AC), em conjunto acoplado ao HPLC, sendo um
espectrometro de massas 4500 triplo quadrupolo (Applied Biosystems / Sciex). As

condigdes cromatograficas do fomesafen foram descritas em resumo na tabela 2.

Tabela 2 — Resumo das condigées cromatograficas aplicadas na quantificagao

de fomesafen

Coluna analitica Synergi 2.5u Hydro-RP 100A, dimensées 50 x 4,6 mm

Volume de injegao 10pL

Fase (A) = Agua com 0,1% Acido Férmico

Fase movel (pH 7,0) Fase (B) = Metanol com 0,1% Acido Férmico

0 - 1 min = 60% Fase (A) e 40% Fase (B)
2 -5 min =5% Fase (A) e 95% Fase (B)

Gradiente 5,50 min = 60% Fase (A) e 40% Fase (B)
8 min = Stop
Fluxo 0,6 mL min-"
Temperatura do forno 40°C
Tempo de corrida 10 minutos
Tempo de retengao 3,60 minutos

Tabela 3 - Massa molecular e ions secundarios do composto analisado

Massa lons secundarios
Composto molecular (Fragmentos)
436,861 285,900
Fomesafen 436,861 316,100

436,861 194,800
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Figura 8 - Cromatograma obtido para uma injegado de 10 pL do padrao analitico

de fomesafen
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3.4 Experimento 3: Analises bioquimicas (SOD, CAT, POD e MDA)

Para as analises enzimaticas, foram coletadas plantas as 2 horas apos
aplicagado (250 g i.a. ha'') e testemunha, seguindo como preferéncia a coleta de todas
as folhas. As folhas foram condicionadas em tubos falcons (15 mL), devidamente
identificados e imergidos em nitrogénio liquido para cessar a atividade enzimatica das
plantas. Os tubos foram armazenados em ultra freezers com temperatura continua de
-80°C.

Apo6s condicionadas, as amostras congeladas foram maceradas em nitrogénio
liquido, retornando-as para o armazenamento. A extragdo enzimatica seguiu a
metodologia descrita por Kar e Mishra (1976), separando uma aliquota de 300 mg de
folhas frescas congeladas e trituradas. Em sequéncia, junto a aliquota adicionou-se 4
mL de solugao tampéo de fosfato de potassio refrigerado (0,1 M — pH 6,8). A solugao
resultante foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido
foi coletado e separado em eppendorfs de 1,5 mL, retornando-os para o
armazenamento a -80°C.

Para a quantificacdo da atividade enzimatica é necessario determinar a

proteina soluvel da amostra. Diante disso, a quantificagdo da proteina soluvel seguiu
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a metologia descrita por Bradford (1976), onde leva em consideragao um sistema de
reagao seguindo uma curva padrao de proteina. A curva &€ determinada com uma
solugéo de 50 pL de extrato enzimatico e de caseina (0, 20, 40, 60 e 100 pL) por 2,5
ML de reativo de Bradford. A solugdo permaneceu em reacdo por 15 minutos e
posteriormente realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm (Figura 9). O
resultado esta expresso em miligrama de proteina por grama de matéria fresca. Em
sequéncia a curva padrao, a leitura das amostras foi realizada seguindo o mesmo

padrao de 50 pL de extrato em 2,5 yL de Bradford.

Figura 9 - Curva padrao de caseina para determinagao da concentragao de

proteinas soluveis, segundo método de Bradford (1976)
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A atividade da superodxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método de
Giannopolitis e Reis (1997), que propde considerar a aptidao da enzima em suprimir
a fotorreducao de NBT (azul de cloreto de nitrotetrazolio). Foram adicionados 50 pL
de extrato enzimatico em uma solucéo de 75 pL de NBT, 2 pL de riboflavina, 13 mM
de metionina, 100 nM de EDTA em 3 mL de tampao fosfato de potassio a 50 mM pH
7,8. Preparado, a solucdo resultante passou por reacdo luminosa em ambiente
controlado por lampadas fluorescente, por um periodo de 5 minutos. Apds reagidas,
foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 560 nm. O calculo da atividade da enzima
leva em consideragao a porcentagem de inibicdo, o volume amostral e a concentragao

de proteina sollvel da amostra (ug yL™").
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A quantificagdo da catalase (CAT) seguiu a metologia proposta por Peixoto et
al. (1999), onde adicionou-se 50 pL de extrato enzimatico em 950 yL de tampao de
fosfato de potassio a 50 mM, pH 7, reagindo-a com peroxido de hidrogénio em
concentracdo de 12,5 mM. A leitura foi realizada em espectrofotometria em
comprimento de onda de 240 nm. O intervalo de leitura foi de 80 segundos, adotando
o coeficiente molar de 39,4 mM cm-'. A atividade da CAT foi apresentada em pKat ug
prot-!, utilizando valores de proteina soltivel da amostra.

Conforme Teisseire e Guy (2000), a atividade da enzima peroxidase (POD) foi
definida pelo sistema de reacdo resultante da solugdo com 30 pL do extrato
enzimatico, tampao de fosfato de potassio a 50 mM, pH 6,5, pirogalol (1,2,3-
benzentriol) a 20 mM e peréxido de hidrogénio (H202) a 5 mM. A solugao total
apresentou um volume de 1 mL. O tempo de reacgao foi de 5 minutos em temperatura
ambiente. Em sequéncia, a formacdo de purpurogalina foi observada em
espectrofotometria UV-visivel a um comprimento de 430 nm, com coeficiente de
extingdo molar de 2,5 mmol L' cm™, ambos utilizados para calcular a atividade
enzimatica da CAT, expressa em umol de purpurogalina min-' mg' de proteina.

Por ultimo, segundo a metodologia descrita por Heath e Packer, e mencionada
por Rama Devi e Prasad (1998), utilizou-se 300 mg de aliquota de material vegetal
armazenado em -80°C para determinagao da peroxidagao de lipidios. Adicionou-se a
aliquota uma solugdo homogénea de 5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) a 0,25% e
acido tricloacético (TCA) a 10%. As amostras foram incubadas em banho-maria a
90°C por periodo de 1 hora. Em sequéncia, postas em ambiente resfriado para
interromper o processo de banho-maria. Apés o resfriamento, foram centrifugadas a
10000 x g por 15 em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro em comprimento de ondas de 560 e 600 nm, do material resultante
da centrifugacdo. Utilizou-se no calculo o coeficiente de extingdo molar do
malonaldeido (155 mmol L' cm-").
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Figura 10 - Resumo das metodologias utilizadas para a analise de enzimas

antioxidantes em Bidens subalternans
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3.5 Experimento 4: Doses fracionadas de fomesafen

As doses fracionadas visam identificar concentragdes letais para planta,
submetendo-a em aplicagdes continuas de concentracbes muito baixas da dose
comercial, priorizando total cobertura da area foliar. Os experimentos com aplicagao
de doses fracionadas foram conduzidos com cinco repeticdes, submetendo-se plantas
de Bidens subalternans a imersdo, a cada trés dias, em calda contendo fomesafen
nas concentragdes de 0,625 g i.a. ha™ e em regime crescente (0,625+ g i.a. ha™,
dobrando-se a dose a cada nova aplicagao), repetindo por 4 vezes (Figura 11). As
imersdes tiveram inicio quando as plantas estavam com 8 folhas verdadeiras. Avaliou-
se os sintomas a cada trés dias apds a aplicagéo, seguindo a escala visual de 0 a 100,

conforme a Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (Velini et al., 1995).
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Figura 11 - Metodologia de aplicacao de doses fracionadas de fomesafen em
Bidens subalternans, com repeticoes a cada trés dias: a) Plantas de B.
subalternans com 8 folhas verdadeiras; b) Preparo de calda com

concentragoes fracionadas de fomesafen; c) Imersao das plantas na solugao;

e, d) Avaliagao visual do controle (%)

3.6 Experimento 5: Bloqueadores da P450

O experimento tem como objetivo investigar se a redugdo da atividade da
enzima citocromo P450, por meio da aplicagao de malathion ou dietholate, influencia
a resposta de Bidens subalternans ao herbicida fomesafen. Seguiu-se com cinco
repeticoes, utilizou-se vasos com uma planta de Bidens subalternans, quando
atingiram 4 folhas verdadeiras. Os tratamentos aplicados foram malathion a 1000 g
i.a. ha'! (antecedendo 1 hora antes da aplicagdo de fomesafen a 250 g i.a. ha™),
dietholate (240 g i.a. ha™') aplicado no sulco no dia do transplantio, fomesafen (250 g
i.a. ha') e testemunha. As plantas foram transplantadas 14 dias antes da aplicagdo
do herbicida. Avaliou-se controle das plantas aos 7, 14 e 21 dias apds a aplicagao
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(DAA), seguindo a escala proposta pela SBCPD (Velini et al., 1995). Aos 21 DAA foi
coletada a parte aérea das plantas e levadas para estufa de circulagao forgcada de ar
a 60°C por 96 horas para determinagdo da massa seca em balanga de precisao
(0,0001g).

3.7 Metabolomica

As amostras que seguiram para analise de metabolémica tiveram origem das
coletas de 24 HAA (250 g i.a. ha') e da testemunha. O material vegetal foi previamente
armazenado, macerado com nitrogénio liquido com auxilio de graal e pistilo. Separado
em tubos falcons uma aliquota de 100 mg de amostra macerada de cada tratamento,
adicionando 10 mL de solugao agua (20%) e metanol (80%). Os tubos passaram por
banho de ultrassom durante 30 minutos e, apds centrifugados a 4.000 g por 5 minutos.
Imediatamente, foi realizado a filtragem do sobrenadante das aliquotas com filtros
Millipore 0,2 ym, separados em vials e encaminhados para analise em LC-MS/MS
acoplado com QTOF (Shimadzu LC/MS-9030, Kyoto, Japéao).

A filtragem inicial dos dados foi realizada no software MS-DIAL®, considerando
como critérios: o tempo de retencdo (RT), a massa carga (m/z) e a presenca das
moléculas em pelo menos trés das cinco repeticdes. Em seguida, a organizacéo e
tratamento dos dados foram conduzidos por meio de scripts em linguagem R,
executados no software RStudio®, para estruturar as matrizes e identificar os grupos
de metabdlitos. A partir desses resultados, foi gerado um diagrama de Venn com o
objetivo de visualizar a distribuicdo e sobreposi¢cao dos metabdlitos entre as amostras.
Analise estatistica, bem como a plotagem do grafico vulcao, foi realizada utilizando a
plataforma MetaboAnalyst® permitindo identificar metabdlitos diferencialmente

abundantes entre os tratamentos, com referéncia aos valores de m/z e RT.

3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a analise de variancia, se forem
significativos seguiu-se para o teste de médias pelo teste t (LSD) (p<0,05). Além disso,
calculou-se os intervalos de confianga (média + intervalo de confianga), a partir da

formula:
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IC =t * desvpad
\n

onde, t é o valor de t tabelado com nivel de significancia de 5%, desvpad € o
desvio padrao da amostra, e n € o numero de repeticdes dentro de cada tratamento.

Os dados de absorg¢ao foram convertidos para micrograma por grama de massa seca
(ug g MS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1: Curva dose-resposta

Com base na ANOVA, para a variavel controle (%), notou-se uma diferenca
significativa (<0,05) entre os tratamentos de Bidens subalternans em todas os

periodos avaliados no experimento (Tabela 4).

Tabela 4 — Controle visual (%) de Bidens subalternans submetidas a diferentes
doses de fomesafen em curva dose-resposta, com avaliagées aos 1,

3,7,14 e 21 dias ap6s a aplicagao (DAA)

Doses Controle (%)
(gi.a. ha') 1 DAA 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA
0 0 j 0 j 0 i 0 h 0 f
15,625 2,33 i 1150 i 11,33 h 13,66 g 10,00 e
31,25 533 h 2150 h 1983 g 2350 f 950 e
62,50 850 g 3183 g 3183 f 3500 e 983 e
125 1250 f 4683 f 4666 e 4783 d 20,33 d
250 16,50 e 56,83 e 6083 d 6866 c 4383 ¢
500 2066 d 6683 d 7600 ¢ 8216 b 9116 b
1000 2533 ¢ 7683 ¢ 9666 b 100 a 100 a
2000 3033 b 8650 b 96,16 ab 100 a 100 a
4000 3533 a 9150 a 9833 a 100 a 100 a
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV (%) 3,43 2,51 2,84 1,48 4,30

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si segundo o teste LSD, a 5% de

probabilidade.

Com base no teste de média t student (LSD), a um nivel de probabilidade de
5%, foi possivel observar que para controle, as maiores doses de fomesafen, de 500
a 4000 g i.a. ha', promoveram controle acima de 220% no primeiro dia apds a
aplicagdo (DAA), enquanto doses menores do 500 g i.a. ha™!, obtiveram médias
inferiores a <17% de controle. Os percentuais de controle acresceram aos 7 DAA, em
com valores de 276% para doses maiores a 500 a 4000 g i.a. ha™!, e porcentagens de
<60% para menores doses de 250 a 15,625 g i.a. ha™'. Aos 21 dias apds a aplicagao,
nota-se que ndo ha diferengas significativas para doses de 1000 a 4000 g i.a. ha™",

com valores de controle de 100%. Doses inferiores, de 500 g i.a. ha™! apresentaram
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controle de 91%, enquanto para doses de 250 e 125 g i.a. ha™!, os percentuais de
controle foram de 43 e 20%, respectivamente.

Nesse estudo, observou-se que para dose comercial recomendada (250 g i.a.
ha'), ndo apresentou controle adequado de B. subalternans. Resultados que
divergem dos encontrados por Gelmini (2002) e Nicolai et al. (2006), que demostram
controle acima de 90% para populagdes de Bidens subalternans tratadas com
fomesafen a 250 g i.a. ha™'. Resultados reduzidos de controle nesse experimento
podem estar correlacionados com condi¢cdes climaticas nos momentos de conducéao
do estudo, além do surgimento de brotagbes subsequentes a aplicagao (Figura 12).

Fato que amplifica a capacidade de ag¢ao dos herbicidas inibidores da PROTOX
€ a presenga ou auséncia de luz, segundo Barker et al. (2023), a base fisiologica para
o rapido efeito dos inibidores da PROTOX é a presenca de luz. Em resultado ao fato
da PPO, quando inibida, faz com que o protoporfirinogénio verta para cloroplasto onde
€ convertido em protoporfirina no citosol (Lehnen et al., 1990). Em constatag¢des de
Becerril e Duke (1989), quando tratadas com herbicidas no escuro, nos tecidos
vegetais ha o acumulo de protoprofirina, que geram danos do herbicida quando

expostos novamente a luz, em qualquer espécie vegetal.
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Figura 12 - Curvas dose-resposta de fomesafen em Bidens subalternans,
expressas em controle visual (%) aos: a) 1 DAA; b) 3 DAA; c) 7 DAA; d) 14
DAA; e) 21 DAA
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Com base na ANOVA, para a variavel massa seca (%), notou-se uma diferenga

significativa (<0,05) entre os tratamentos de Bidens subalternans ao vigésimo primeiro

dia apds a aplicagéo (Tabela 5).

Tabela 5 - Analise de variancia (ANOVA) para massa seca de Bidens

subalternans submetidas a diferentes doses de fomesafen em curva

dose-resposta

Dose-resposta

Fonte de variacao GL aM F =

Massa seca 9 4867,89 135,51** <0,0001

CV (%) 8,43

**significativo a 1% de probabilidade.
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As médias das redugdes de massa seca (%) foram testadas pelo teste t student
(LSD), a um nivel de 5% de probabilidade (Figura 13). Constatou-se que as maiores
redugdes de massa seca aos 21 DAA, ocorreram nas doses de 500 a 4000 g i.a. ha™
com redugao de 291% em relagao a testemunha. Enquanto, na dose de 250 g i.a. ha
' (dose comercial), foram observadas redugdes de 81% em relagédo a testemunha.
Nas doses de 125, 62,5, 31,25 e 15,625 g i.a. ha™' foi observada a redugdo de massa
seca de 68, 66, 64 e 58%, respectivamente, em comparagdo a massa seca da
testemunha. Em resultado a um estudo de Gelmini et al. (2002), a aplicacédo de
fomesafen (250 g i.a. ha') provocou redugéo consideravel na produgdo de fitomassa
verde em relagéo a testemunha (39,5%), constatando os resultados obtidos de massa

seca nesse experimento.

Figura 13 - Reducgao percentual da massa seca de Bidens subalternans em

relagcdo a testemunha, para diferentes doses de fomesafen
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Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si segundo o teste LSD, a 5% de probabilidade.

Com base na ANOVA, para a taxa de transporte de elétrons (%), notou-se uma
diferencga significativa (<0,05) entre os tratamentos de Bidens subalternans em todas

os periodos avaliados no experimento (Tabela 6).
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Tabela 6 - Analise de variancia e coeficiente de variagao para taxa de transporte
de elétrons (ETR) em Bidens subalternans tratadas com fomesafen

em curva dose-resposta, avaliada em diferentes periodos apés

aplicacao
Fonte de variacao ETR
GL QM F P
1 DAA 3 3942,07 9,19** <0,0001
3 DAA 3 5931,91 21,94** <0,0001
7 DAA 3 21321,27 254,69 <0,0001
14 DAA 3 22391,76 130,82** <0,0001
21 DAA 3 20800,64 65,83** <0,0001
Fonte de variacao ETR
CV (%)
1 DAA 27,04
3 DAA 24,43
7 DAA 15,94
14 DAA 22,41
21 DAA 33,27

**significativo a 1% de probabilidade.

Para taxa de transporte de elétrons, representada em % em relagédo a
testemunha, usou-se o teste t student (LSD), a um nivel de 5% de significancia, para
verificar diferengas entre os tratamentos (Figura 14). Os tratamentos foram avaliados
de forma individual em contraste ao dia de avaliagao, nas doses de 0, 31,25, 250 e
1000 g i.a. ha™'. Ao primeiro dia apds a aplicagdo, observou-se a taxa de transporte
de elétrons de 56, 77 e 72% para doses de 1000, 250 e 31,25 g i.a. ha™,
respectivamente. Aos 7 DAA, em concentragdo de 31,25 e 250 g i.a. ha™!, a taxa de
transporte de elétrons quando em comparacao a testemunha foi de 72,3 e 57,2%,
respectivamente. Para as maiores doses ndo houve possibilidade de realizar analises,
devido a falta de folhas sem sintomas ou necrosadas. Aos 21 DAA, constatou-se
valores de ETR de 65,6 e 48,1% para doses de 31,25 e 250 g i.a. ha’,
respectivamente. Evidéncias que contrastam com as observadas por Dayan et al.
(2009), em aplicagbes de amicarbazone e atrazina em plantas de Digitaria sanguinalis
e Abutilon theophrasti, onde a taxa de transporte foi totalmente inibida com oito horas

apo6s a aplicacao dos herbicidas.
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As analises de fluorescéncia sdo um método que apresenta uma vasta
oportunidade para o estudo qualitativo do transporte de elétrons durante o periodo de
fotossintese, em resposta a obtencao facil e rapida a medidas de fluorescéncia da
clorofila, um método ndo destrutivo de amostras (Mohanty, 1974). As oscilagbes em
pequena escala de ETR durante o periodo de avaliagao relaciona-se com oscilagdes
do ambiente (Mazza et al., 2000). Em resultado, a planta responde com alteragao na
taxa fotossintética, alterando-a por estresses bidticos e abidticos, sendo a
temperatura, radiagédo, salinidade, déficit hidrico, presenga de insetos pragas e
fitopatdgenos os principais atuantes na variagdo da taxa de transporte de elétrons
(Bown et al., 2002), mesmo que o principal fator redutor é o efeito do herbicida nesse

estudo.

Figura 14 - Variagao percentual da taxa de transporte de elétrons (ETR) em
relagao a testemunha, para diferentes doses de fomesafen, ao longo dos

periodos avaliados
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Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si segundo o teste LSD, a 5% de probabilidade.
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4.2 Experimento 2: Absorgcao de fomesafen

De acordo com a analise de variancia (ANOVA), a um nivel de 5% de
significancia (Tabela 7), é possivel relatar diferenga entre os tratamentos de absorcao,
tanto para o teor interno como também para o teor externo do experimento conduzido
no ano de 2023. De modo a constatar a diferenca encontrada na ANOVA, realizou-se
o teste média t student (LSD), a um nivel de 5% de probabilidade, reafirmando que os

momentos de coleta se diferenciaram do controle, internamente e externamente.

Tabela 7 — Analise de variancia para teores interno e externo de fomesafen (250
g i.a. ha™) em Bidens subalternans, avaliados em diferentes tempos

apos aplicagao (2 e 24 HAA) - ciclo experimental de 2023

o Absorcao (2023)
Fonte de variacéo GL aM = P
Teor interno 2 724,71 51,89** <0,0001
CV (%) 38,69
Teor interno Teste de médias
Controle 0,0000 b
2 HAA 16,0757 a
24 HAA 12,8950 a
. Absorcéao (2023)
Fonte de variacéo GL aM = P
Teor externo 2 252961,87 82,79** <0,0001
CV (%) 30,38
Teor externo Teste de médias
Controle 0,0000 b
2 HAA 294,5628 a
24 HAA 251,2676 a

**significativo a 1% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre
si segundo o teste LSD, a 5% de probabilidade.
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Figura 15 - Teor interno e externo de fomesafen (250 g i.a. ha™) em plantas de
Bidens subalternans em diferentes tempos apés aplicacao (2 e 24 HAA) - ciclo

experimental de 2023
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Os teores internos de fomesafen foram, em média, de 16,07 ug g' MS as 2
horas apoés aplicacao (HAA), enquanto para 24 HAA observou-se um decréscimo na
concentragdo interna do herbicida (12,89 ug g MS) (Figura 15). Por outro lado, a
concentragdo externa da molécula mostra-se em maiores niveis, sendo que para 2
HAA observa-se concentragdo média de 294,56 ug g' MS e para 24 HAA a
concentragédo decai para 251,26 ug g' MS nas plantas de Bidens subalternans. A
porcentagem absorvida de fomesafen as 2 horas apds aplicagdo, em meédia, foi de
5,27% quando comparado o teor externo com o teor interno. Por outro lado, relata-se
uma absorcao média de 5,02% de fomesafen as 24 HAA.

Com base na analise de variancia (ANOVA), a um nivel de 5% de significancia,
para o ano de 2025, houve diferenga significativa entre os tratamentos de absorgao
(Tabela 8). Para os teores internos e externos, foi necessario realizar o teste de
médias t student (LSD), a um nivel de 5% de probabilidade, reafirmando que os
momentos de coleta se diferenciaram do controle.
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Tabela 8 - Analise de variancia para teores interno e externo de fomesafen (250
g i.a. ha™) em Bidens subalternans, avaliados em diferentes tempos
apos aplicagao (2 e 24 HAA) - ciclo experimental de 2025

Absorcao (2025)

Fonte de variagao

GL QM F P
Teor interno 2 2153,17 61,91* <0,0001
CV (%) 35,03
Teor interno Teste de médias
Controle 0,0000 b
2 HAA 23,5997 a
24 HAA 26,9075 a

Absorcao (2025)

Fonte de variagao

GL QM F P
Teor externo 2 1021594,16 57,71** <0,0001
CV (%) 36,34
Teor externo Teste de médias
Controle 0,0000 b
2 HAA 589,6714 a
24 HAA 444 4447 a

**significativo a 1% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre

si segundo o teste LSD, a 5% de probabilidade.

Figura 16 - Teor interno e externo de fomesafen (250 g i.a. ha™) em plantas de
Bidens subalternans em diferentes tempos apés aplicacao (2 e 24 HAA) - ciclo

experimental de 2025
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Os resultados para o teor interno de fomesafen as 2 HAA, em média, foram de
23,59 ug g' MS, no entanto, em diferenca ao ano de 2023, observa-se um acréscimo
na concentragdo interna da molécula as 24 HAA (26,90 ug g' MS) (Figura 16). De
forma externa, os teores foram encontrados em concentragdes de 589,67 ug g' MS
para 2 HAA, enquanto para 24 HAA foi de 444,44 ug g' MS. Os valores de absorgdo
variam entre os momentos de coleta sendo que para 2 HAA a absor¢ao da molécula
foi de 4,00%, apresentando diferenga para 24 HAA (6,18%).

Alguns fatores sdo intrinsecos a absorgéo de herbicidas pelas plantas, podem
reduzir consideravelmente a retengao, absor¢ao e translocacdo dessas moléculas.
Fatores associados: a planta (estadio de desenvolvimento, morfologia e conformacéao
anatbmica das folhas, caule e raizes e espécie); a fatores ambientais (velocidade do
vento, umidade relativa do ar e do solo, temperatura, luz e condigdes edafoclimaticas);
a tecnologia de aplicagao (ponta de pulverizagao, velocidade de aplicacéo e pressao);
e, caracteristicas do produto (concentragdo, adjuvantes, caracteristicas fisico-
quimicas e formulacdo) (Velini et al., 2009). Os fatores correlacionados a condi¢des
ambientais podem influenciar, antes ou apds aplicacao. O desempenho da molécula
pode ser influenciado pela temperatura, fator de contraste quando relacionado a
influéncia na absorcao e translocacao de herbicidas, podendo reduzir ou aumentar
sua capacidade (Kudsk; Kristensen, 1992).

Fomesafen, um herbicida de contato, tem capacidade de induzir rapidamente a
geragao de radicais livres nas células, consequentemente, destruindo membranas,
levando-as a morte celular e necrose (Dayan et al., 2018). No entanto, € necessario
que haja a retencdo e absorcdo da molécula em concentragcbes suficiente para
desencadear a acao herbicida. Fomesafen, um herbicida acido fraco (pKa 2,83),
possui um log Kow de -1,2, que significa que apresenta uma baixa hidrofobicidade, ou
seja, bastante soluvel em agua. Desse modo, ha uma certa dificuldade para reter e
absorver nas primeiras barreiras das folhas das plantas, como a cuticula.

Como dito anteriormente, a temperatura é fator que influencia diretamente a
absorcdo de fomesafen em plantas daninhas. Em trabalhos com moléculas
radiomarcadas de fomesafen realizados por Trezzi et al. (2021), em populagdes de
Euphorbia heterophylla, a absorcao de '*C-fomesafen aumentou conforme elevagéo
de temperatura, com variagdes, em média, de 11% em 6 horas apds o tratamento
(HAT), com temperaturas de 10/5°C, com aumento para 42% de absor¢gdo em 48 HAT,
com temperaturas de 20/15 e 30/25°C.
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Nesse sentido, a baixa absor¢do encontrada nos estudos de 2023 (5,27 e
5,02%) e 2025 (4,00 e 6,18%), as 2 HAA e 24 HAA, respectivamente, podem estar
correlacionadas com condi¢des climaticas no momento de implantagdo e condugéao
dos experimentos, com regimes de temperatura de 25/15°C, além das estruturas da
planta ou caracteristicas fisico-quimicas do produto, que dificultam a absorgao, ou por
ultimo, pela coleta das amostras em periodos reduzidos. Desse modo, recomenda-se
realizar estudos em momentos com regime de temperaturas superiores a 20/15°C,
com periodos de coletas superiores a 24 HAA, para determinar a absorcdo de
fomesafen em plantas de Bidens subalternans por periodos mais longos.

Em sintese, porcentagens diminutas de absor¢cao de fomesafen em plantas de
Bidens subalternans, registradas em 2023 e 2025, demonstram que grande parte do
herbicida, em média de 95%, nao é absorvido pela planta, sendo potencialmente
perdido para o ambiente. Nesse contexto, ha necessidade de intensificar os estudos
com proposito de verificar fatores que implicam na absorgao limitada da molécula,
levando em consideracdo tanto caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas da planta,

guanto as caracteristicas fisico-quimicas e formulagao do produto comercial.

4.3 Experimento 3: Analises bioquimicas (SOD, CAT, POD e MDA)

Conforme a analise de variancia (ANOVA), para os tratamentos de Bidens
subalternans, nao houve diferenca significativa entre a testemunha e 2 horas apés a
aplicagao, para as analises de SOD, CAT, POD e MDA (Tabela 9).
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Tabela 9 - Andlise de variancia para peroxidacao de lipidios (LIPO) (MDA x 103,
nmol g massa fresca™), atividade da superéxido dismutase (SOD, U
x 102 mg"' de proteina), atividade da catalase (CAT, pKat pug' de
proteina), atividade da peroxidase (POD, pmol de purpurogalina min-

"mg de proteina)

o Bioquimica
Fonte de variagéo GL aMm = =
SOD 1 146155,20 3,10m™ 0,0955
CAT 1 0,6179 2,65 0,1209
POD 1 29,10 0,46" 0,5073
MDA 1 0,0070 0,00 0,9581
Bioquimica Coeficiente de variagao (%)
SOD 23,44
CAT 17,84
POD 26,38
MDA 19,32

nsndo significativo.

Para superoxido dismutase (SOD), os valores foram de 1012,04 Ux103 mg-! de
proteina para o controle, enquanto para o aplicado foi encontrado valores de 841,07
Ux10® mg™' de proteina (Figura 17A). Para catalase (CAT), foram observados a
presenca de 2,53 pKat ug"' de proteina para o controle, por outro lado para o
tratamento aplicado foi de 2,88 pyKat ug' de proteina (Figura 17B). Para peroxidase
(POD), foram observados a atividade enzimatica de 29,01 umol de purpurogalina min-
"mg de proteina para o controle, por outro lado para o tratamento aplicado foi de
31,42 ymol de purpurogalina min-' mg™' de proteina (Figura 17C). Para peroxidagao
de lipidios (LIPO), relata-se com base na presenga de malonaldeido (MDA), sendo
que para o controle é de 8,19 MDAx10% nmol g mF-!, enquanto para o tratamento

aplicado a concentragao é de 8,16 MDAx103 nmol g mF-" (Figura 17D).
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Figura 17 — Atividade de enzimas antioxidantes e peroxidacgao lipidica em
Bidens subalternans tratadas com fomesafen (250 g i.a. ha™) e testemunha: a)
superoéxido dismutase (SOD); b) catalase (CAT); c) peroxidase (POD); d)
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degradagao das membranas em resultado a peroxidagao de lipideos (Rossatto et al.,
2017). As atividades de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e POD, é em
resposta direta aos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas plantas (Jiang
et al., 2020). Em estudos de Langaro et al. (2017), observou-se a utilizagéo de pré-
emergentes na cultura do arroz, como oxyflurofen e oxadiazon, atuando como
causadores de estresse oxidativo em resposta ao acumulo de ERO, em
consequéncia, aumentando a atividade de SOD, CAT e APX. Oxyfluorfen e oxadiazon
sé&o herbicidas inibidores da PROTOX, como o fomesafen.

A hipotese da nao significancia dos dados desse estudo se da pelo curto
periodo de coleta das amostras, impossibilitando o tempo de reagdo do herbicida
sobre 0 acumulo de ERO e resposta de enzimas antioxidantes. Contraste observado
por Shivani et al. (2025), em gendtipos de lentilha, onde a SOD é a primeira enzima a
atuar contra o estresse oxidativo, dismutando o peroxido de hidrogénio, no entanto,
nao houve detoxificacdo de H202, resultando em atividades de CAT e APX menores

em diferentes dias apds a aplicagao.
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Em estudos de Li et al. (2022), relatou-se o aumento da SOD em resposta ao
aumento da concentracao de fomesafen, no entanto, para enzimas CAT, essa relagao
tendeu ao inverso, diminuindo sua atividade. Sher et al. (2021), observou o acréscimo
da atividade de POD e PPO em concentragdes baixas de fomesafen, enquanto ha
decréscimo da atividade em altas concentragdes, indicando a capacidade de suprimir
enzima pelo fomesafen. Em beterraba sacarina, a atividade reduzida de CAT, deu-se
pela supressdo do estresse residual e ao aumento de H202 (Sher et al., 2021).
Lukatkin et al. (2013) constatou aumento no teor de malonaldeido (MDA), em
aplicagoes de clodinafope em Triticum aestivum e Secale cereale.

Estudos de Guo et al. (2023), observou-se repostas diferentes, com coletas aos
1, 3, 5, 7 e 14 dias apods a aplicacdo de fomesafen em plantas de Amaranthus
retroflexus. Em um futuro estudo com Bidens subalternans, com aplicacbes de
fomesafen em pds-emergéncia, sugere-se coletar em periodos maiores, variando
concentragdes do ingrediente ativo, com propdsito de identificar diferentes respostas

encontradas nesse estudo de enzimas antioxidantes.

4.4 Experimento 4: Doses fracionadas de fomesafen

Conforme a analise de varidancia (ANOVA), para os tratamentos de Bidens
Subalternans, houve diferenga significativa entre a testemunha e os tratamentos com
dose fracionada para variavel controle (%) (Tabela 10).

Desse modo, com base no teste de média t student LSD (<0,05), observou-se
para terceiro dia apds a primeira aplicacado percentuais de 4,80 e 4,60%, para doses
de 0,625 e 0,625+ g i.a. ha'!, respectivamente. Ressalta-se um acréscimo no controle
ao terceiro dia apds a 4 aplicagao, onde ha diferenca entre doses fracionadas com
aplicagdo da mesma quantidade de ingrediente ativo (0,625 g i.a. ha™'), com controle
de 33,80%, e com aplicacao fracionada, no entanto, cada aplicagdo dobrando a dose
de ingrediente ativo (0,625+ g i.a. ha'), com percentual de controle de 37,60%.

Ao final da quarta aplicagao, plantas tratadas com a mesma quantidade de
ingrediente ativo acumularam 2,5 g i.a. ha™', enquanto plantas tratadas com dobro
acumularam 9,375 g i.a. ha™!, ou seja, a ampliagdo dos resultados de controle pode
ser explicada pelo maior acumulo de molécula nas células. Diferencas percentuais
entre os tratamentos, ainda que significativa, demonstra que doses pequenas de um

herbicida, como no caso 0,625 g i.a. ha™' de fomesafen (400X menor a dose de
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comercial), podem atribuir controle em espécies de plantas daninhas com contato

direto e continuo de uma molécula (Figura 18).

Tabela 10 - Controle visual (%) de Bidens subalternans submetidas a doses
fracionadas de fomesafen, com avaliagdes sequenciais a cada 3 dias

apos cada aplicagao

Controle (%)

Doses (g i.a. ha™)

3DA1A 3DA2A 3DA3A 3DA4A
0 0 b 0 c 0 C 0 C
0,625 4,80 a 8,20 b 27,80 b 33,80 b
0,625+ 4,60 a 9,40 a 30,20 a 37,60 a
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV (%) 13,02 13,91 3,53 3,43

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si segundo o teste LSD, a 5% de

probabilidade.

Figura 18 - Sintomas visuais em Bidens subalternans submetidas a doses

fracionadas de fomesafen: a) 3 dias apés 12 aplicagao (3DA1A); b) 3DA2A; c)
3DA3A; d) 3DA4A




65

A aplicagdo de herbicidas em area foliar, por mais que a folha pulverizada
paregca umedecida, na realidade, apresenta uma camada irregular de distribuicdo de
solugéo (Hess, 1987). Dessa maneira, da camada de solugdo origina-se cristais sobre
o limbo foliar, devido a evaporagéo do solvente (Xu et al., 2010). A movimentagao das
moléculas de herbicidas na cuticula ocorre em sua maioria por difusdo, quando essas
encontram-se em solugdo. Em razdo da formacgao de cristais, a uma reducido da
eficacia dos herbicidas, fato que ocorre com maior velocidade em aplicagdes por
pulverizagao (Xu et al., 2010).

Os sintomas das aplicacbes de fomesafen em doses fracionadas sao
facilmente observados em folhas mais jovens. Em sintese, tecidos mais jovens
apresentam maior sensibilidade aos inibidores da PROTOX pelo fato da alta atividade
metabdlica durante o desenvolvimento foliar, intensificando o fluxo na via da clorofila
e acumulo de intermediarios fotodindmicos. Halling e Peters (1987) mostram que
folhas em greening (desenvolvimento ativo) sdo mais afetadas por dinefiléteres, como
o acifluorfen. Em contraste, estudos desenvolvidos por Kim et al. (2010), relatam maior
necrose e acumulo de tetrapirréis em folhas jovens quando comparadas com folhas
maduras. Grossmann et al. (2010), demonstra que saflufenacil ocasiona acumulo de
protoporfirina e H202 em brotos e discos foliares jovens de espécies suscetiveis,
reafirmando com base fisiolégica a maior suscetibilidade dos tecidos jovens.

Portanto, a imersdo de Bidens subalternans em calda de fomesafen, mesmo
que em concentracdes baixas, possibilita uma melhor distribuicdo da solugao sobre a
superficie foliar, além de favorecer o contato do herbicida com suas rotas de absorgao
na planta. Além disso, favorece a compreensdo da dindmica dos herbicidas em
plantas, uma vez que é necessario doses menores para observar efeitos no controle
de Bidens subalternans. Desse modo, sugere-se a utilizagcdo desse método para
descobrir concentragdes letais para planta, utilizando proporcdes inferiores a dose
comercial, além de possibilitar realizar ensaios especificos em um conjunto menor de

unidades experimentais.

4.5 Experimento 5: Bloqueadores da P450

O controle de B. subalternans foi significativo na ANOVA, a um nivel de 1% de
probabilidade para os tratamentos estudos (Tabela 11). Quando aplicado de forma

isolada, fomesafen apresentou controle moderado das plantas de Bidens



66

subalternans, a uma dose de 250 g i.a. ha™', com variagéo de 60%, 68% e 73% aos 7,
14 e 21 DAA, respectivamente. Por outro lado, a associagdo de moléculas com
capacidade de bloquear a acdo da enzima P450 promoveram maior controle nas
plantas, como no caso de fomesafen mais malathion, com percentuais de 86,4%,
90,0% e 99,0% aos 7, 14 e 21 DAA, respectivamente. A combinacao de fomesafen
mais dietholate (aplicado no momento do transplantio), aumentou de forma
consideravel o controle de BIDSU, quando comparado aos valores obtidos com
fomesafen isolado, ficando na faixa de 82, 84 e 72% de controle, aos respectivos dias
de avaliagdo. Os resultados sugerem que o uso de inibidores da P450, em especial o
malathion, pode potencializar a acdo do fomesafen, resultando em maior controle de
Bidens subalternans.

A Figura 19 representa os efeitos visuais dos tratamentos ao longo dos
periodos avaliados, sendo a imagem A correspondente a avaliagdo aos 7 dias apds
aplicacao (DAA), a imagem B aos 14 DAA e a imagem C aos 21 DAA. Observa-se
nitidamente a eficacia dos tratamentos contendo malathion aplicado previamente ao
fomesafen. Os sintomas sao aparentes quando comparados aos tratamentos somente

com fomesafen isolado, logo nos primeiros dias apés a aplicacao.

Tabela 11 - Controle visual (%) de Bidens subalternans submetidas a aplicacao
de fomesafen (250 g i.a. ha™') em associagao a bloqueadores da P450,

com avaliagoes aos 7, 14 e 21 DAA

Controle (%)

Tratamentos
7 DAA 14 DAA 21 DAA
Testemunha 0 d 0 d 0 C
Fomesafen 60,40 C 68,60 C 73,70 b
Fomesafen+Malathion 86,40 a 90,00 a 99,00 a
Fomesafen+Dietholate 82,00 b 84,00 b 72,20 b
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV (%) 1,65 1,60 2,63

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si segundo o teste LSD, a 5% de
probabilidade.
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Figura 19 - Sintomas visuais da aplicagao de bloqueadores da P450

associados ao fomesafen em Bidens subalternans: a) 7 DAA; b) 14 DAA; c) 21

< a
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Inseticidas organofosforados, como o malathion, podem aumentar
significamente a eficacia de alguns herbicidas pela inibicdo da metabolizagcdo das
moléculas, possibilitando o alcance ao sitio de ligagdo enzimatica (Carvalho et al.,
2021). Dados obtidos nesse experimento corroboram com estudos de Chitband et al.
(2024), onde encontrou-se efeito sinérgico sobre herbicidas inibidores da biossintese
de aminoacidos e fotossitema | (PSI), por intermédio da indugdo da atividade inibidora
da monoxigenase do citocromo P450. Desse modo, é necessario expandir a
combinacgao de inseticidas organofosforados com outros herbicidas de mecanismos
de acao diferentes, com interesse de avaliar o potencial de interagbes sinérgicas
(Chitband et al., 2024), como encontradas no estudo com fomesafen em Bidens
Subalternans.

Por outro lado, dietholate, um éster do acido fosforico, também atuando como
bloqueador da atividade inibidora da monoxigenase do citocromo P450, quando em
combinagdes com o clomazone e outros herbicidas em pds-emergéncia, pode reduzir
a seletividade em culturas (Sanchotene et al., 2010). Em estudos de Schmitz et al.
(2015), dietholate apresentou efeitos negativos na protec¢ao de culturas, como o trigo,
aos efeitos fitotoxicos do herbicida clomazone, ndo sendo recomendado o uso de
dietholate em com combinagcdo com clomazone em pdés-emergéncia da cultura. O
tratamento com dietholate ndo reduziu o controle de azevém e de nabo quando
aplicados em pré-emergéncia com o herbicida clomazone (Schmitz et al., 2018).

Em suma, é necessario realizar novos estudos com herbicidas de diferentes
mecanismos de acao associados ao dietholate, com foco em compreender a atividade

inibitéria da enzima do citocromo P450. Os efeitos positivos da associacdo de
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dietholate (no momento do transplante) com fomesafen no controle de B. subalternans

aplicado em pdés-emergéncia demonstra alternativas para aumentar o controle de

algumas espécies, no entanto, com observacao aos efeitos fitotdxicos em culturas.
Com base na ANOVA, para a variavel massa seca (%), houve diferenca

significativa a um nivel 1% de significancia entre os tratamentos (Tabela 12).

Tabela 12 - Anadlise de variancia para massa seca de Bidens subalternans
submetidas a aplicagao de fomesafen (250 g i.a. ha™) em associagao

a bloqueadores da P450

Bloqueadores da P450
GL QM F P

Massa seca 3 8879,59 229, 14** <0,0001

CV (%) 9,93
**significativo a 1% de probabilidade.

Fonte de variacao

De modo a dar sequéncia, destaca-se os tratamentos com fomesafen mais
malathion, como o maior redutor de massa seca de Bidens subalternans. Os maiores
percentuais de reducdo de massa seca foram observados nos tratamentos com
associagao de fomesafen mais malathion (91,38%) aos 21 DAA, em segundo
momento, os tratamentos com fomesafen isolado e em associacao ao dietholate,
reduziram 79,35 e 79,92%, respectivamente, aos 21 DAA (Figura 20).
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Figura 20 - Redugao percentual da massa seca de Bidens subalternans em

relagdo a testemunha, apés aplicagao de bloqueadores da P450 combinados a

fomesafen
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Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si segundo o teste LSD, a 5% de probabilidade.

Em tratamentos de semente de arroz com dietholate, em associagao a
aplicagdo em pré-emergéncia de clomazone, surtiu efeitos negativos na seletividade
em formulagdes compostas por imazapyr+imazapic, aplicada em pds-emergéncia na
cultura (Piveta et al., 2018). Alguns efeitos negativos na cultura do arroz foram
observados no estudo de Piveta et al. (2018), como a redugéo da taxa fotossintética,
taxa de transpiragdo e condutancia estomatica. Em estudos de Dalazen et al. (2018),
em capim-arroz, observou-se a reducao no acumulo de massa seca de populagdes
de plantas daninhas, apds a aplicagao prévia de inibidores da P450, como malathion,
em combinacgdo a doses baixas de imazetapir (26,5; 53 e 106 g ha™).

Desse modo, a associagao de herbicidas com inseticidas bloqueadores do
Citocromo P450, como malathion e dietholate, deve ser explorada para identificar
novas ferramentas para o controle de plantas daninhas, de modo a reduzir capacidade
fisiolégica, acumulo de massa seca e, consequentemente, o controle eficaz das
plantas. No entanto, é necessario ampliar o conhecimento dessa ferramenta, a fim de
aumentar o controle e reduzir os possiveis efeitos negativos para cultura de interesse.
O uso dessa estratégia representa uma ferramenta promissora para ampliar a eficacia

de herbicidas inibidores da PROTOX, como o fomesafen.
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4.6 Metabolomica

Em respostas ao fomesafen, encontrou-se uma variagado nas quantidades de
metabdlitos presentes nas plantas de Bidens subalternans aplicadas em comparagao
aos encontrados na testemunha sem aplicacdo. Levou-se em consideracdo as
moléculas presentes em, pelo menos, trés das cinco repeticbes. Desse modo,
analises realizadas em modo positivo demonstram a presencga de 263 metabdlitos em
plantas tratadas, enquanto para testemunha com apenas 78 metabdlitos, sendo que
em comum aos tratamentos encontrou-se apenas 10 compostos (Figura 21). A
presenca de maiores quantidades de compostos nas plantas aplicadas com
fomesafen reforcam a ideia de que ha um sistema sinalizador de estresse e defesa
em massa, demonstrando a tentativa do organismo em metabolizar a molécula do

herbicida.

Figura 21 - Diagrama de Venn representando a distribuicao de metabdlitos
detectados por LC-MS/MS Q-TOF em modo de ionizagao positiva para Bidens

subalternans

263

Fomesafen

Por outro lado, em modo negativo, com foco em compostos acidos (como
acidos organicos, fendlicos e graxos), a resposta do perfil metabdlico de Bidens
subalternans aplicadas com fomesafen foi mais simétrica, quando comparada ao
controle. Com a presenca de 29 compostos para o tratamento aplicado, enquanto 26
metabalitos presentes no controle, sendo em comum aos dois tratamentos o total de

7 compostos (Figura 22).
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Figura 22 - Diagrama de Venn representando a distribuicao de metabdlitos
detectados por LC-MS/MS Q-TOF em modo de ionizagao negativa para Bidens

subalternans

Em sintese, pelo diagrama de Venn, nas duas polarizagbes (positiva e
negativa), sugere-se uma hipotese unificada e robusta. A aplicagdo de fomesafen em
plantas de Bidens subalternans pode gerar duas respostas, a primeira, visivel em
modo positivo, amplifica a produ¢cdo de compostos de defesa e detoxificagdo como o
estimulo a defesa e metabolizacdo do herbicida de forma imediata, e em segunda
instancia, uma resposta adaptativa e especifica, visivel em modo negativo, com o
reajuste de compostos acidos, suprimindo fungdes importantes para fortalecer um
sistema antioxidante a fim de adaptar-se ao estresse quimico do herbicida.

Resultados de acréscimo na produgdo de compostos foram encontrados em
trabalhos de Maroli et al. (2015), relatando a elevacdo na produgcdo de varios
metabdlitos com capacidade antioxidante em bibtipos resistentes de Amaranthus
palmeri apos a aplicagao do herbicida glifosato. Por outro lado, em bidtipos suscetiveis
de A. palmeri, apés a aplicagéo, notou-se um maior acumulo de aminoacidos
induzidos pelo glifosato (Maroli et al., 2016), fato explanado em consequéncia da
protedlise (catabolismo) em associagdo a sintese de aminoacidos novos, além da
desintoxicacao e metabolismo do herbicida (Wang et al., 2017).

Por ultimo, na figura 23, esta representado o grafico vulcdo, que tem como
fundamentacgéo a investigagdo de uma contagem de presenga ou auséncia de forma
quantitativa das alteragbes metabdlicas induzidas pelo fomesafen. Onde, no log2(FC),
no eixo horizontal, representa a intensidade de mudanga, e -log10(p-value), no eixo
vertical, demonstra a significancia dos dados, onde valores mais altos indicam maior

confiabilidade. Metabdlitos que apresentam elevada concentragdao quando tratados
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com fomesafen estao no lado direito do grafico, representados pelos tons vermelho e
laranja, enquanto para os que diminuiram sua abundancia estao pelo tom roxo. Pontos
localizados nos extremos superiores do grafico representam alteragbes com maior
grau de confiabilidade.

A concentragao elevada de pontos para o lado direito do grafico demonstra que
o tratamento com fomesafen estimulou o0 aumento de uma abundéancia de metabdlitos
do que sua supressao. Desse modo, em contraste aos numeros encontrados pelo
diagram de Venn, sugere-se uma indug&o de grande contraste nas vias metabdlicas.
Em resultado a isso, alguns compostos encontrados em zonas extremas do grafico,
tais como no canto superior direito, os pontos como 285.12_24.6, 376.14_19.20 e
382.1_19.20, representam metabdlitos fortemente induzidos, em hipdtese a serem
candidatos como biomarcadores da exposicdao ao fomesafen. Pontos no canto
superior esquerdo, como 403.14_11.8 e 401.16_18.4, levam em consideragao
metabdlitos que tiveram vias fortemente suprimidas pela agdo do fomesafen. Em
suma, o grafico de vulcdo demonstra de forma detalhada a reprogramacéo
metabdlica, dando indicios de possiveis biomarcadores, ou correlagdo com o0s
diagramas de Venn. Desse modo, os proximos estudos tendem a identificar os niveis
de confiabilidade desses compostos, para atuarem como indicadores de supresséao e

inducao do herbicida fomesafen em plantas.

Figura 23 - Grafico vulcao representando a reprogramagao metabdlica de

Bidens subalternans ap6s aplicagao de fomesafen (250 g i.a. ha™)
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5 CONCLUSOES

Doses acima de 1000 g i.a. ha™ foram necessarias para atingir controle de
100% de Bidens subalternans aos 21 DAA, enquanto a dose comercial recomendada
(250 g i.a. ha™), mostrou-se inadequada nas condi¢cdes do estudo, com percentuais
de 43% de controle, 81% de reducdo de massa seca, 48,1% da taxa de transporte de
elétrons quando comparada a testemunha, aos 21 DAA.

Absorgéao de fomesafen ocorreu de forma reduzida, nos dois anos de estudo,
variando de 4 a 6% nas primeiras 24 HAA, permanecendo-se constante, indicando a
necessidade de coletar em maiores periodos.

Atividade da SOD, CAT, POD e MDA néo foi significativa, tornando-se
necessario coletar plantas em periodos superiores a 2 horas apds a aplicacado para
observar possiveis alteragoes.

Doses fracionadas de fomesafen, ainda que inferiores, podem gerar efeito de
controle cumulativo e significativo em Bidens subalternans, com o controle aos 3DA4A
de 33 a 38%.

Fomesafen quando aplicado em associacdao ao malathion pode apresentar
maior eficacia, com controle de até 99% aos 21 DAA.

Metaboldmica mostrou-se uma ferramenta promissora ao revelar que o
fomesafen aplicado em plantas de Bidens subalternans pode induzir uma alteragao
metabdlica, em resposta ao estresse quimico do herbicida, amplificando uma

variedade de compostos ndao encontrados na testemunha sem aplicagao.
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